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1RÉSUMÉ 
 L’histone désacétylase HDAC1 influence la réponse à des stress métaboliques dans les cellules 
épithéliales intestinales 
 
Par Alexis Gonneaud - Département d’anatomie et de biologie cellulaire 
 
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention du 
diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en biologie cellulaire, Faculté de médecine et des sciences de 
la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
Introduction : Les histones désacétylases (HDAC) catalysent le retrait d’un groupement acétyl de 
résidus lysine. Leurs substrats comprennent les histones et des facteurs de transcription comme NF-
κB p65 ou des kinases comme AMPK. Les HDACs contrôlent la prolifération, la mort et la 
différenciation cellulaires. Des propriétés anti-inflammatoires et anti-tumorales ont été attribuées à 
des inhibiteurs contre les HDAC, notamment dans les cellules épithéliales intestinales (CEI). Nous 
avons montré que la perte de HDAC1 entraîne une diminution de la croissance et cela, sans 
augmentation significative des inhibiteurs du cycle cellulaire comme p21 ou p27 (Moore-Gagné, 
2012). J’ai alors hypothétisé que l’absence de HDAC1 pouvait mener à des défauts dans les voies 
de synthèse ou de production d’énergie. Je me suis donc intéressé à l’étude des voies métaboliques 
qui participent notamment à la production d’acétyl-CoA, le principal donneur de groupement acétyl, 
groupement nécessaire pour l’acétylation des histones. Des études récentes ont démontré que les 
voies métaboliques, en modulant les niveaux d’acétyl-CoA, altèrent les patrons d’acétylation. J’ai 
donc voulu déterminer le rôle de HDAC1 dans la transmission de stress métaboliques dans les CEI. 
Méthodes : L’expression de HDAC1 a été réduite dans les cellules de cryptes intestinales de rat 
(IEC-6) par infection lentivirale de shARN contre HDAC1. Les cellules ont été cultivées avec ou 
sans glucose et sérum, avec plusieurs métabolites du cycle de Krebs, dont l’acétate, le citrate, le 
fumarate ou avec le peroxyde d’hydrogène pour induire un stress oxydant. L’acétylation des 
histones H3 et H4 ont été déterminées par immunobuvardage avec des anticorps contre des histones 
acétylées. La viabilité cellulaire a été mesurée par essai MTT, et les radicaux libres par oxydation 
du DCFDA. Les protéines différemment exprimées ont été identifiées par incorporation d’isotopes 
plus lourds d’acides aminés, suivi de spectrométrie de masse (SILAC) et analysé informatiquement 
(logiciel MaxQuant). Les cibles repérées ont été analysées par RT-PCR semi-quantitatif et par 
immunobuvardage. Les niveaux de régulateurs métaboliques tels que l’AMPK ou l’acétyl-CoA 
carboxylase (ACC) ont été déterminés par immunobuvardage. Le nombre de mitochondries a été 
observé par fluorescence. Résultats : La perte de HDAC1 augmente globalement l’acétylation des 
histones. L’absence de glucose et de sérum diminue les niveaux d’acétylation des histones. 
L’absence de HDAC1 augmente la viabilité cellulaire en présence de fumarate et citrate, et en 
absence de glucose et sérum. Les cellules shHDAC1 montrent une viabilité accrue après un 
traitement au peroxyde d’hydrogène. Ceci corrèle avec des niveaux de base diminués de radicaux 
libres et une surexpression de Sod2, une protéine anti-oxydante. Les résultats ont montré que la 
perte de HDAC1 comme l’addition de certains métabolites modifient le patron d’acétylation 
cellulaire, suggérant des perturbations dans les niveaux d’acétyl-CoA. L’analyse SILAC a mis en 
évidence une altération des voies de signalisation liées à différents processus métaboliques, comme 
la phosphorylation oxydative et la synthèse des protéines. L’activation constante de l’AMPK 
suggère que les cellules shHDAC1 sont en restriction calorique permanente, ce qui les rend moins 
sensibles au stress oxydant et métabolique par rapport aux cellules shCtrl. Les cellules shHDAC1 
présentent une augmentation de la quantité de mitochondries, suggérant un défaut de génération 
d’ATP. Un shunt d’acétyl-CoA vers le noyau serait envisageable. Conclusion : En modifiant les 
voies métaboliques liées à la production d’acétyl-CoA, la perte de HDAC1 protège les CEI des 
réactions de stress. HDAC1 contrôle la réponse des CEI à des stress métaboliques.  
 
Mots clés : HDAC1, acétylation, produits métaboliques, mitochondrie, stress. 
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1. INTRODUCTION 
1.1 Les histones désacétylases - HDAC 
1.1.1 La chromatine : organisation et remodelage 
Dans le noyau cellulaire, l’ADN est compacté sous forme de chromatine, dont l’unité de 
base est le nucléosome. Celui-ci empêche l’accès de facteurs de transcription et de 
complexes enzymatiques à l’ADN. Le noyau nucléosomique est formé par l’enroulement 
de la double hélice d’ADN autour d’un cœur protéique, composé de quatre histones 
présentes chacune en deux copies, soit les histones H2A, H2B, H3 et H4. Afin de 
régulariser l’expression des gènes, la structure de la chromatine doit être modulée de façon 
réversible afin de rendre l’ADN accessible pour la fixation de facteurs de transcription 
activateurs ou répresseurs, ou pour le recrutement d’activités enzymatiques régulatrices 
(Smolle et Workman, 2013). Des modifications comme la méthylation, la phosphorylation 
ou l’acétylation, sur différents résidus (lysine, sérine, etc.) des queues N-terminales des 
histones, régularisent la transcription (Ha et al., 2011). L'acétylation des histones entraîne 
une augmentation de la charge négative, ce qui desserre l'interaction entre l'histone et 
l'ADN chargé négativement. De plus, les histones acétylées permettent le recrutement  de 
protéines contenant des bromodomaines (Sanchez et Zhou, 2009). La méthylation des 
histones, en revanche, ne modifie pas la charge des histones mais crée un site de 
recrutement pour des protéines associées à la chromatine, contenant des homéodomaines de 
plante (PHD), Tudor, ou des chromodomaines. Ces protéines « reader » de la chromatine 
recrutent souvent d'autres protéines qui modifient la chromatine comme les « writers » et 
les « erasers » qui ajoutent ou suppriment des modifications post-traductionnelles des 
histones, respectivement (Kaelin et McKnight, 2013). Une autre classe d’enzymes participe 
au remodelage de la chromatine, comme les complexes SWI/SNF, qui sont des complexes 
de remodelage de la chromatine utilisant l'énergie de l'hydrolyse de l'ATP pour, entre 
autres, repositionner les nucléosomes et moduler ainsi l'expression des gènes (Shain et 
Pollack, 2013). 
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1.1.2 La famille des HDAC : rôles et fonctions  
 
 L’addition de groupements acétyl sur les résidus lysine des histones et d’autres protéines 
dépend de l’action d’acétyltransférases, notamment p300 et pCAF, qui sont considérées 
comme étant des « writers ». (Chen et Dent, 2014). En contrepartie, les protéines qui 
retirent le groupement acétyl sont des histones ou lysine désacétylases (HDAC) considérées 
comme des « erasers ». La première évidence d’une activité désacétylase cellulaire a paru 
dans un article publié en 1978, dans lequel le butyrate de sodium (NaBu) augmentait les 
niveaux d’acétylation des histones, ce qui en faisait le premier inhibiteur de HDAC 
identifié (Candido et al., 1978). La première HDAC chez les mammifères a été identifiée 
en 1996 (Taunton et al., 1996). Dix-huit HDAC ont été identifiées à ce jour et sont réparties 
en quatre classes (Moser et al., 2014) (Figure 1). Ces HDACs sont classées en deux 
grandes familles, les HDACs dites classiques et les HDACs de la famille des sirtuines. Les 
HDACs classiques nécessitent la présence d'ions zinc pour leurs activités. Les HDAC1, 2, 3 
et 8, des HDACs classiques, sont des HDACs de classe I (Delcuve et al., 2012). Ces 
protéines sont d'expression ubiquitaire et principalement localisées dans le noyau. Bien 
qu’elles soient associées habituellement à la répression transcriptionnelle, de nombreuses 
études montrent que les HDACs peuvent aussi contrôler positivement la transcription 
(Sharma et al., 2007). Les enzymes de classe II comprennent la classe IIa, composé des 
HDAC4, 5, 7, 9 et la classe IIb, contenant HDAC6 et 10. Ces isotypes montrent une 
distribution tissulaire spécifique et sont connus pour faire la navette entre le noyau et le 
cytoplasme, bien que les protéines histones représentent globalement leur cible principale. 
Les enzymes de la classe IIb diffèrent avec une localisation essentiellement cytoplasmique 
et une structure protéique avec deux sites catalytiques. HDAC11 partage une certaine 
homologie avec la classe I, mais montre une répartition tissulaire plus spécifique avec une 
localisation cytoplasmique. Comme HDAC11 partage des liens avec les classes I et II des 
HDAC, elle a été désignée comme appartenant à une classe distincte (de Ruijter et al., 
2003). La classe III regroupe les HDAC « non classiques », les sirtuines, qui partagent une 
homologie avec Sir2 (yeast silent information regulator 2) de la levure. Elles se distinguent 
aussi des autres HDAC par l’utilisation de NAD+ comme co-facteur pour désacétyler les 
résidus lysines (Lugrin et al., 2013). 
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Figure 1 - Structure générale des membres de la famille des HDAC. Les HDAC 
classiques sont divisées en trois classes notamment les classes I, IIa et IIb, et IV. Chaque 
HDAC comporte un domaine catalytique zinc dépendant, sauf HDAC10 et 11. La présence 
de domaines d’exportation nucléaire (NES) et d’importation nucléaire (NLS) indique une 
localisation à la fois nucléaire et cytoplasmique des HDAC de classe II, la classe I étant 
nucléaire. Comme indiqué, les HDAC sont la cible de nombreuses modifications post-
traductionnelles affectant leur activité et leur localisation (modifié de (Chiaradonna et al., 
2014)). 
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Les rôles principaux des HDAC ont été déterminés par l’invalidation des gènes chez la 
souris (Tableau 1).  
 
Classe HDAC 
Localisation 
cellulaire 
Expression 
Phénotype 
du KO 
Fonction 
principale 
affectée par le 
KO 
I 
1 N Ubiquitaire †E10,5 Prolifération 
2 N Ubiquitaire †P1 Cœur 
3 N/Cy Ubiquitaire †E9,5 Gastrulation 
8 N/Cy Ubiquitaire †P1 Cranofacial 
IIA 
4 N/Cy C, Co MS †P7-14 Squelette 
5 N/Cy C, Co MS Viable Cœur 
7 N/Cy C, Co 
MS,Pa, Pi 
†E11 Endothélium 
9 N/Cy C, Co MS Viable Cœur 
IIB 
 
6 
 
Cy 
 
Co, Pl, F, R 
 
Viable 
 
Hyperacétylation 
de la tubuline 
10 Cy F, R, S ND ND 
IV 11 N/Cy C, Co MS, 
R 
ND ND 
 
Tableau 1 - Localisation, expression et fonction des HDAC classiques. Localisation 
cellulaire et tissulaire des HDACs, et phénotype des souris invalidées (KO) quant à leur 
survie et à leur fonction/région la plus affectée. C, cerveau ; Cy, cytoplasme ; E, embryon ; 
Co, cœur ; R, rein ; F, foie ; N, noyau ; ND, non déterminé ; Pa, pancréas ; Pl, placenta ; S, 
rate ; MS, muscle squelettique ; †, létal (adapté de ((Chiaradonna et al., 2014)). 
 
Les HDAC enlèvent des groupes acétyl des queues N-terminales des histones, conduisant à 
une structure de la chromatine fermée, en corrélation avec la répression de la transcription 
(Figure 2). L'acétylation des histones est considérée comme une modification épigénétique 
parce que c'est un changement dans l'activité transcriptionnelle des gènes qui n'est pas 
causé par des changements dans la séquence d'ADN, et que ces modifications peuvent aussi 
être transmises d’une génération cellulaire à l’autre. En plus des histones, de nombreuses 
autres protéines, y compris des facteurs de transcription (NF-κB, p53), des kinases et des 
enzymes métaboliques, tel que Sod2, sont acétylées, formant l’acétylome (Lin et al., 2012). 
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Figure 2 - Les HDAC modifient la structure de la chromatine et régularisent 
l’expression des gènes. L'acétylation des histones sur un résidu lysine par des histones 
acétyltransférases, via l’addition d’un groupement acétyl issu d’une molécule d’acétyl-
Coenzyme A dérivé du métabolisme cellulaire, contrôle la transcription en diminuant la 
force d'interaction entre les histones et l'ADN, et en créant des sites de fixation pour des 
complexes régulateurs de la chromatine et de la transcription. En effet, certains de ces 
complexes contiennent des protéines à bromodomaines qui fixent les lysines acétylées. En 
contrepartie, les histones désacétylases (HDAC) retirent les groupements acétyl. Cette 
modification est habituellement associée à une répression transcriptionnelle (adapté de 
(Barnes et Adcock, 2003)). 
 
1.1.3 Les inhibiteurs des HDAC 
Comme mentionné précédemment, la première évidence d’une activité désacétylase a été 
révélée par l’action d’inhibiteurs qui augmentaient les niveaux d’acétylation des histones. 
Depuis ce jour, de nombreux inhibiteurs ont été identifiés.  Ces composés inhibent l’activité 
des HDACs classiques en s’insérant dans la poche catalytique et en chélatant l’ion de zinc 
qui s’y trouve, empêchant ainsi le recrutement du substrat. L’inhibition des HDACs résulte 
en une augmentation globale de l’acétylation des histones, ce qui modifie la structure de la 
chromatine, et augmente également l’acétylation des protéines non-histones. Six classes 
d’inhibiteurs sont reconnus, notamment 1) les acides gras à chaîne courte, comme le 
butyrate de sodium (NaBu) et l’acide valproïque (VPA); 2) les acides hydroxamiques, 
comme le trichostatin A (TSA) et l’acide suberoylanilide hydroxamique (SAHA ou 
vorinostat); 3) les benzamides, comme l’entinostat (MS-275); 4) les peptides cycliques, 
comme le depsipeptide Romidepsin; 5) les cétones électrophiliques, comme le 
trifluorométhyle cétone et 6) des composés variés comme le MGCD0103. 
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Actuellement, deux inhibiteurs de HDAC sont utilisés pour le traitement du lymphome 
cutané à cellules T, soit le vorinostat  et le romidepsin. Plus récemment, le romidepsin a 
également été utilisé pour le traitement du lymphome à cellules T périphériques. De 
nombreux autres essais cliniques évaluant les effets des différents inhibiteurs de HDAC sur 
l’hématologie et le traitement de tumeurs solides sont en cours. Les HDAC sont donc 
considérés comme une cible épigénétique importante de composés pharmacologiques 
pouvant être utilisés dans le traitement de nombreuses maladies (Ververis et al., 2013) 
(Figure 3). 
 
 
Figure 3 - Les HDACs régularisent de nombreux processus cellulaires. L'inhibition des 
HDACs augmente l'acétylation d’histones et de protéines non-histones, ce qui altère de 
nombreux processus physiologiques et pathologiques, comme l'apoptose/autophagie, le 
cycle cellulaire, la fibrogénèse, la réponse immunitaire, l'inflammation et le métabolisme. 
Par conséquent, les inhibiteurs de HDAC (HDACi) sont de plus en plus considérés en tant 
qu’agents thérapeutiques anticancéreux, anti-inflammatoires, immunomodulateurs et 
comme régulateurs de troubles métaboliques (adapté de ((Tang et al., 2013)). 
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Plusieurs évidences montrent que le métabolisme cellulaire génère des modulateurs 
naturels de l'activité des HDAC, soit des HDACi dits naturels (Schilderink et al., 2013). Il y 
a en effet un nombre croissant de composés, dont beaucoup sont issus de l'alimentation 
humaine, qui sont convertis ultimement par le métabolisme en inhibiteur de HDACs, tels 
que les fibres alimentaires, les graisses, les alcools, le sulforaphane, l'indole-3-carbinol, ou 
des composés organo-séléniés (sélénocystéine de méthyle) (Dashwood et al., 2006). Il est 
également important de citer la production de butyrate par les bactéries dans le côlon. Les 
niveaux d'acétylation sont aussi régulés par des HDACi endogènes, tels que la sphingosine-
phosphate, le β-hydroxybutyrate et la L-carnitine (Huang et al., 2012). L'activité des 
HDAC pourrait donc être influencée par le régime alimentaire et l'état nutritionnel 
(Rajendran et al., 2011). 
 
Le problème, encore à l’heure actuelle, est que les HDACi n’agissent pas nécessairement 
sur une seule HDAC ni sur un seul complexe. Comme les HDACi peuvent agir sur 
différentes cibles, leur effet est plus ou moins sélectif, et n‘est pas restreint à un type 
cellulaire ou à un tissu, De plus, les effets des différents HDACi différent du type cellulaire 
et des HDACs exprimées dans un type cellulaire particulier (Ververis et al., 2013). Cette 
diversité dans l'expression des différents HDACs selon le type cellulaire ravive l'intérêt 
d’étudier spécifiquement et séparément le rôle des HDAC. Pour mes travaux de maîtrise, je 
me suis concentré sur l’étude de HDAC1 dans les cellules intestinales épithéliales.  
 
1.1.4 HDAC1 : 
 
Des analyses préliminaires dans le laboratoire ont montré que des souris Villin-Cre avec un 
seul allèle de HDAC1, en l’absence de HDAC2 dans l’épithélium intestinal, ne montrent 
aucun défaut de différenciation et d’homéostasie, suggérant que HDAC1 est l’isotype 
majeur dans l’épithélium intestinal. C’est principalement pourquoi je me suis intéressé à 
l’étude de HDAC1. 
 
HDAC1 est une désacétylase de classe I, ubiquitaire et présente dans le noyau des cellules 
de mammifères. HDAC1 partage près de 85% d’homologie de séquence avec HDAC2 : ces 
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deux HDAC sont associées dans la plupart des complexes corépresseurs sous forme 
d’hétérodimères ou d’homodimères (Jurkin et al., 2011). HDAC1 et 2 ne se lient pas 
directement l’ADN et sont très probablement inactifs en absence de partenaires 
d'interaction (Figure 4) (Moser et al., 2014). 
 
 
Figure 4 - L’action des HDAC requiert l’association avec des complexes répresseurs. 
Les HDAC nécessitent des co-facteurs pour leur activité optimale et pour le recrutement à 
la chromatine. Les HDAC de classe I font partie des complexes co-répresseurs NURD 
(remodelage du nucléosome et désacétylases), Sin3 (Commutateur 3 intensif), Co-REST 
(co-répresseur de REST), N-CoR et SMRT. Chacun de ces complexes régularise 
l’expression de groupes de gènes en réponse à des signaux cellulaires spécifiques (tiré de 
(Adcock et Lee, 2006)). 
 
Des activités compensatoires ont été mises en évidence puisque l’invalidation de l’un ou 
l’autre des HDACs dans de nombreux modèles cellulaires et animaux, entraîne 
l’augmentation des niveaux protéiques de l’autre HDAC (Seiser et al., 2011) Cela rend ces 
deux HDAC vraiment liés, notamment par leurs fonctions partagées. Pour étudier les rôles 
spécifiques de HDAC1, celui-ci a été invalidé chez la souris. Une déficience en HDAC1 
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entraîne la mort embryonnaire au jour 10.5, causée par des défauts majeurs de prolifération 
liés à l’induction de p21 et p27 et à un retard de développement (Lagger et al., 2002). 
L’invalidation de HDAC2 induit la mort après la naissance à cause de problèmes 
cardiaques (Montgomery et al., 2007). Au niveau cellulaire, la perte de HDAC1 est la 
plupart du temps associé à une diminution de la prolifération, notamment par 
l’augmentation de l’expression d’inhibiteurs du cycle cellulaire comme p21, et à des 
problèmes de différenciation (Lagger et al., 2002). Malgré l’effet compensatoire au niveau 
de l’expression protéique en l’absence de HDAC1 ou HDAC2, les résultats de nombreuses 
études révèlent que les effets de la perte de HDAC1 ne sont pas complètement compensés 
par l’augmentation de HDAC2 (Heideman et al., 2014). Ces résultats suggèrent que 
HDAC1 aurait non seulement un rôle général plus important que celui de HDAC2 dans 
certains tissus, mais que HDAC1 et HDAC2 auraient des fonctions uniques. Par exemple, 
au niveau de l’épiderme, un seul allèle de HDAC2 dans une souris invalidée pour HDAC1 
entraîne des défauts épidermiques graves comme une hyperkératose, une hyperprolifération 
des kératinocytes et la formation de tumeurs spontanées. La déstabilisation des complexes 
co-répresseurs NuRD et Sin3 suite à la perte de HDAC1 suggère donc qu’un seul allèle de 
HDAC2 n’est pas suffisant pour compenser l’effet de la perte de HDAC1 (Winter et al., 
2013). Dans le cas du développement du cerveau, un modèle murin invalidé pour HDAC1, 
avec un seul allèle de HDAC2, a montré un développement normal sans phénotype évident, 
alors qu’un modèle de souris sans HDAC2, mais avec un seul allèle de HDAC1 montre un 
problème de développement du cerveau et une létalité périnatale (Hagelkruys et al., 2014). 
Ces travaux indiquent donc des rôles compensatoires de HDAC1 et de HDAC2 ainsi que 
des rôles différents selon les tissus. 
 
Nous avons récemment montré dans un modèle murin que l’absence spécifique de HDAC1 
et HDAC2 dans l’épithélium intestinal entraînait plusieurs modifications, notamment une 
augmentation de la prolifération et de la migration, des défauts d’architecture et de 
différenciation avec une perte des cellules à mucus et des cellules de Paneth (Turgeon et 
al., 2013). De plus, alors que l’absence de HDAC1 et HDAC2 mène à une sensibilité 
accrue à une inflammation intestinale, l’absence de HDAC2 protège de la colite 
expérimentale (Turgeon et al., 2014). Nos travaux ont mis en évidence des fonctions 
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spécifiques et partagées de HDAC1 et 2, notamment au niveau de l’homéostasie intestinale 
de base et lors d’une colite induite. Je vais ici présenter mon modèle d’étude, soit l’intestin 
et la cellule intestinale épithéliale. Je vais aussi discuter du métabolisme cellulaire et de son 
importance potentielle dans le contrôle de la régulation épigénétique au niveau de 
l’acétylation. 
 
1.2 L’intestin : une relation étroite entre muqueuse et microflore 
1.2.1 L’épithélium intestinal 
L’intestin est le principal organe d’absorption chez les mammifères. La paroi intestinale de 
l’intestin grêle et du côlon est composée de quatre membranes : la muqueuse, la sous-
muqueuse, la musculeuse et la séreuse (Zouiten-Mekki et al., 2013) (Figure 5). 
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Figure 5 - L’épithélium intestinal forme une barrière physique et chimique entre la 
lumière intestinale contenant la microflore et le mésenchyme sous jacent. Les cellules 
intestinales épithéliales séparent le contenu de la lumière intestinale, contenant les 
nutriments, les métabolites et les bactéries commensales, de la lamina propria sous-jacente. 
Les cellules intestinales épithéliales transportent des IgA, et produisent des substances 
protégeant l’épithélium. Les cellules souches dans les cryptes se multiplient et donnent 
naissance à des cellules filles prolifératives qui se différencient ensuite en entérocytes, 
impliqués dans l’absorption des nutriments (intestin grêle) et de l'eau (côlon), en cellules 
caliciformes sécrétant un mucus protecteur, en cellules entéroendocrines qui sécrètent des 
hormones intestinales et en cellules de Paneth à la base des cryptes de l’intestin grêle, qui 
sécrètent des protéines antimicrobiennes. La lamina propria contient des cellules stromales 
(myofibroblastes), des lymphocytes B (production d'IgA), des lymphocytes T, des 
macrophages et neutrophiles, des cellules lymphoïdes innées et des cellules dendritiques. 
Certains groupes de lymphocytes T et de cellules dendritiques sont localisés entre les 
cellules intestinales épithéliales. Associées aux follicules lymphoïdes isolés, les plaques de 
Peyer, qui forment le tissu lymphoïde, testent la microflore intestinale (adapté de ((Abreu, 
2010)). 
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L’épithélium intestinal est organisé selon un axe crypte/villosité dans l’intestin grêle, tel 
que présenté dans la figure 5, et crypte/épithélium de surface dans le côlon. L’épithélium 
intestinal est formé d’une seule couche de cellules, entièrement renouvelée tous les trois à 
cinq jours à partir de cellules souches pluripotentes qui résident dans une niche au fond des 
cryptes (Barker, 2014). Dans l’intestin grêle, les cellules souches donnent naissance à des 
cellules transitoires qui prolifèrent rapidement, migrent vers le haut des cryptes et se 
différencient en trois types cellulaires distincts comprenant les entérocytes (85% de la 
villosité), les cellules entéroendocrines et les cellules caliciformes qui sécrètent le mucus 
(Kim et Ho, 2010). Il y a également une migration et différenciation vers le fonds des 
cryptes de cellules pour donner les cellules de Paneth. Ces différents types cellulaires 
contribuent au maintien de l’homéostasie intestinale en influençant la colonisation 
bactérienne, en sondant continuellement la microflore environnante et en induisant et 
modulant la réponse immunitaire (Asselin et Gendron, 2014). 
 
Les entérocytes sont responsables de l'absorption de l’eau, des électrolytes et des 
nutriments. Les cellules à mucus sécrètent le mucus, une couche protectrice qui exclut les 
bactéries et qui retient des peptides antimicrobiens. Les cellules caliciformes accumulent 
dans des granules intra-cytoplasmiques, des mucines, notamment la mucine 2 et plus de dix 
autres types de mucines, et produisent des mucines membranaires, qui ensemble, 
déterminent  les  propriétés rhéologiques du mucus qui recouvre l’épithélium, comme 
l’élasticité, la viscosité, la filance et l’adhérence. Les mucines membranaires sont aussi 
impliquées dans la signalisation cellulaire, les interactions cellule-cellule et cellule-matrice 
extracellulaire (Shan et al., 2013). Les cellules caliciformes sécrètent également des 
peptides dits en feuille de trèfle (trefoil factors ou TFF), qui protègent la muqueuse des 
agressions bactériennes, stabilisent la couche de mucus ou encore participent à la 
régénération de l'épithélium (Lin et al., 2013). 
 
Les cellules entéroendocrines produisent des hormones peptidiques qui interviennent dans 
la différenciation et la polarisation des cellules le long de l’axe crypte/villosité, mais aussi 
dans la réparation tissulaire et l’angiogenèse (Johansson et al., 2013). Elles sécrètent 
également des hormones métaboliques comme GLP-1, GIP ou PYY, qui jouent un rôle clé 
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dans la régulation de la prise alimentaire, la dépense énergétique, l'homéostasie du glucose 
en réponse à l'ingestion d'aliments (Moran-Ramos et al., 2012). Entre autre, ces hormones 
semblent être modifiées dans des maladies métaboliques telles que l'obésité et le diabète de 
type 2 (Freeland et al., 2010). Les peptides antimicrobiens, tels que lysozymes, α-
défensines et Reg3β/γ, sont produits par les cellules de Paneth au fonds des cryptes, cellules 
qui participent aussi à la protection de l’épithélium intestinal et au maintien de 
l’homéostasie. L’épithélium forme donc une interface dynamique entre la lumière 
intestinale, où réside la microflore, et les tissus lymphoïdes sous-jacents, dont la lamina 
propria, les plaques de Peyer et les leucocytes résidents (Abreu, 2010). 
 
1.2.2  Les pathologies inflammatoires intestinales 
Les maladies inflammatoires de l’intestin regroupent deux principales pathologies 
chroniques, soient la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse. La maladie de Crohn est 
caractérisée par une inflammation transmurale et présente un patron d’inflammation 
discontinu qui peut atteindre tout le tractus gastro-intestinal. La colite ulcéreuse est plutôt 
caractérisée par une inflammation superficielle limitée à la muqueuse intestinale et a un 
patron continu qui s’étend du rectum au côlon distal, bien qu’elle puisse s’étendre au côlon 
entier (Baumgart et Sandborn, 2007). Au niveau cellulaire, la maladie de Crohn et la colite 
ulcéreuse présentent quelques caractéristiques communes, incluant des modifications de la 
sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, IL-1β, TNF-α), de 
molécules d’adhésion, dont ICAM1, et de molécules co-stimulatrices qui contribuent entre 
autres à l’augmentation du recrutement des leucocytes à la lamina propria, ou à leur 
activation (Actis et Rosina, 2013). Étant situé à l’interface entre la muqueuse sous-jacente 
et la lumière intestinale, l’épithélium intestinal apparaît comme le pivot des mécanismes de 
contrôle et de maintien de l’homéostasie de la barrière intestinale. Cette dernière implique 
un équilibre entre les signaux anti-inflammatoires et pro-inflammatoires; le débalancement 
dans les maladies inflammatoires résulte en une réponse insuffisante des lymphocytes Treg 
(anti-inflammatoire) face à une réponse pro-inflammatoire exubérante impliquant les 
lymphocytes Th1 et Th17 dans la maladie de Crohn et Th2 dans ulcéreuse colite (Khor et 
al., 2011). En effet, les résultats d’études expérimentales chez la souris et ceux de plusieurs 
études chez l’homme, ont permis de démontrer que la réponse inflammatoire inappropriée 
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au cours des maladies inflammatoires de l’intestin peut être expliquée par 1) une 
perméabilité accrue de la barrière intestinale; 2) une altération de la barrière immunitaire 
dépendante de récepteurs, comme les TLR et NOD2, qui reconnaissent des protéines 
bactériennes; 3)  une altération de la reconnaissance des antigènes et de la fonction des 
cellules présentatrices d’antigènes; 4) un déséquilibre entre lymphocytes T effecteurs (Th1, 
Th2, Th17) et régulateurs (Treg) et 5) un dialogue anormal entre la flore intestinale et 
l’épithélium (Normand et al., 2013). 
 
D’un point de vue génétique, il a été rapporté que l’inhibition des HDAC par l’utilisation 
de HDACi permet de diminuer l’inflammation intestinale. En présence de l'inhibiteur de 
HDAC, ITF2357, la génération de cellules FoxP3+ (anti-inflammatoire) à partir de cellules 
T helper natif est améliorée et la polarisation des lymphocytes pro-inflammatoires Th17 
supprimées. En outre, l'inhibition de HDAC conduit à une quantité réduite de STAT3 actif 
(phosphorylé) dans les cellules T de la voie de IL-6 / STAT3 / IL-17 (Glauben et al., 2014). 
D’autres études indiquent une augmentation de la sécrétion de TNF-α dans les monocytes 
et d’IFNy dans les lymphocytes T CD4 + suite à des stimuli inflammatoires. Cet effet est 
renversé lors de l'addition de HDACi, SAHA ou VPA, montrant que les HDACi ont des 
effets anti-inflammatoires sur les monocytes ainsi que sur les lymphocytes T CD4 + 
(Edwards et Pender, 2011).  
 
Le traitement de la maladie de Crohn dépend essentiellement de la sévérité de la maladie, 
de sa localisation, des complications et de la réponse aux précédentes thérapies 
(Triantafillidis et al., 2011). Le but est de contrôler l’inflammation, de corriger les 
déficiences nutritives et de pallier aux symptômes comprenant des douleurs abdominales, 
des diarrhées et la rectorragie. Plusieurs voies de recherche et de développement identifient 
de nouveaux traitements des maladies inflammatoires chroniques intestinales. Les 
traitements anti-inflammatoires (aminosalicylates, corticostéroide), les 
immunosuppresseurs (azathioprine, méthotrexate) ou les thérapies biologiques (anti-TNFα, 
anti-IL-6) sont efficaces mais présentent des limites (Fiorino et al., 2010). En effet, 
l’utilisation des biothérapies de type anti-TNF-α sur le long terme a montré qu’environ 20% 
des patients ne répondent pas à ces traitements, et ceux-ci ne fonctionnent plus après un an 
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chez un patient sur deux. L’idée d’une approche plus globale et personnalisée semble donc 
nécessaire: les nouvelles approches prennent d’ailleurs en compte une approche 
multiparamétrique pour traiter les maladies inflammatoires de l’intestin (Polytarchou et al., 
2014).  
 
Il ressort de résultats récents (McHardy et al., 2013) que l’étude des métabolites, qui sont 
des composés organiques intermédiaires ou issus du métabolisme, ou du métabolome, soit 
provenant de la microflore bactérienne et/ou de l’hôte, est une voie prometteuse à 
investiguer pour comprendre les maladies inflammatoires de l’intestin, et pour identifier de 
nouvelles stratégies thérapeutiques (Lin et al., 2011). En effet, les acides gras à chaîne 
courte (SCFA), essentiellement acétate, propionate et butyrate (un HDACi), sont des 
métabolites formés par le microbiote intestinal à partir des complexes glucidiques 
alimentaires. Le butyrate et l'acétate protègent contre l'obésité induite par l'alimentation 
sans provoquer d’hypophagie, tandis que le propionate permet de réduire la prise 
alimentaire (Lin et al., 2012). HAT et HDAC jouent un rôle essentiel dans les processus 
métaboliques et leur dérégulation est associée à plusieurs maladies (obésité, diabète) (Ye, 
2013). Des composés alimentaires, tels que le butyrate, le sulforaphane et le curcumin 
affectent l’activité des HAT et HDAC, et leurs bienfaits pour la santé sont attribués, au 
moins en partie, à des modifications épigénétiques. Ces composants permettent en effet 
d’améliorer l'inflammation induite par une diète grasse, l’obésité, l’intolérance au glucose, 
et l’insensibilité à l'insuline (Pham et Lee, 2012). 
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Figure 6 - Les stress métaboliques peuvent influencer les fonctions épithéliales et 
contribuer à l'inflammation intestinale. I- La barrière épithéliale intestinale normale est 
formée de jonctions serrées (TJ) qui excluent la majorité des bactéries luminales. II- Des 
stress pouvant altérer l’épithélium intestinal incluent des changements dans la flore 
commensale, des infections bactériennes, l’utilisation de produits anti-inflammatoires non-
stéroïdiens, l’inflammation, l’ischémie et des tensions psychologiques. Après l'exposition à 
un stress métabolique, les mitochondries deviennent irrégulières (irr. M), menant à une 
réduction de la production d’énergie, sous forme d'ATP, et éventuellement à la libération 
d'espèces réactives de l'oxygène (ROS). III- Ceci entraîne l’augmentation de la perméabilité 
paracellulaire épithéliale via l’expression réduite et le réarrangement des protéines des TJ, 
et de la perméabilité transcellulaire qui mène à l’internalisation cellulaire accrue des 
bactéries. L’interaction entre cellule, bactérie et muqueuse se traduit par la production de 
médiateurs immunitaires (TNF-α) qui, entre autres, affectent le recrutement de cellules 
immunitaires (tiré de ((Schoultz et al., 2011)). 
 
Dans ce sens, il a été montré que perturber les voies métaboliques peuvent être source de 
stress pour l’épithélium intestinal (Figure 6). En effet, des modifications dans les voies 
métaboliques peuvent induire des dysfonctions énergétiques qui vont favoriser notamment 
la production de radicaux libres (ROS) mais également induire la production de cytokines 
pro-inflammatoires. Ce phénomène peut devenir cyclique et s’auto-alimenter, jusqu’à 
devenir chronique (Schoultz et al., 2011). Dans la prochaine section, je vais discuter de 
différentes voies métaboliques pouvant influencer l’addition d’une marque épigénétique 
comme l’acétylation. 
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1.3 Métabolisme et acétylation 
1.3.1 Les voies métaboliques  
1.3.1.1 Généralités 
Le métabolisme est l’ensemble des processus physico-chimiques regroupant chez les 
organismes vivants, les réactions d’anabolisme (biosynthèse) et de catabolisme 
(dégradation). Les voies métaboliques les plus importantes regroupent la glycolyse, le cycle 
de Krebs, la voie des pentoses phosphates (PPP) et la biosynthèse des acides gras. Le 
glucose transporté dans la cellule est phosphorylé en glucose-6-phosphate (G6P) par 
l'hexokinase. Le G6P est produit par le biais de la glycolyse pour produire de l’adénosine 
5'-triphosphate (ATP), du NADH et du pyruvate, ou à travers la voie PPP, pour produire du 
ribose-5-phosphate et le NADPH. La G6P déshydrogénase (G6PD) dicte l’entrée du G6P 
dans le PPP, et son oxydation produit du 6-phosphogluconolactone et du NADPH. Le 
pyruvate, produit par la glycolyse, est converti en acétyl-CoA qui est utilisé dans le cycle 
de Krebs et qui produit, après une série de réactions, deux molécules d'ATP et six 
molécules de NADH par molécule de glucose. Le NADH est ensuite utilisé dans la 
phosphorylation oxydative mitochondriale pour la production d'ATP. L’énergie libérée par 
les réactions d’oxydation du catabolisme n’est pas utilisée telle quelle par les réactions de 
réduction de l’anabolisme: elle est conservée dans des transporteurs d’électrons (NADH, 
H
+
, FADH₂, NADPH, H+). La plus grande part de la «monnaie redox» NADH, H+ et 
FADH₂ est échangée contre de la «monnaie ATP» au cours de la respiration cellulaire. 
Quant au NADPH, H
+
, il est utilisé dans des synthèses réductrices (Figure 7).  
 
Le cycle de l’acide citrique est la voie du catabolisme oxydatif aérobie du groupement 
acétyl sous forme d’acétyl-CoA. Par ce cycle, l’acétyl-CoA est une source d’énergie: il 
permet la réoxydation des coenzymes réduits, NADH, H
+
 et FADH₂, par la chaîne 
respiratoire couplée aux oxydations phosphorylantes. Ce cycle mitochondrial se produit 
partout et tout le temps, sauf dans les érythrocytes dépourvus de mitochondries: 90% de 
l’énergie cellulaire est produite par le cycle de l’acide citrique. 
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Figure 7 - Les principales voies métaboliques et leur lien avec les modifications 
épigénétiques. Les cercles rouges indiquent les métabolites qui affectent directement la 
signalisation. Les cercles bleus représentent leurs protéines cibles et les flèches rouges, les 
interactions entre protéines et substrats. Les enzymes métaboliques sont en caractères 
rouges. GLS, glutaminase; HAT, histone acétyltransférases; HDAC, histone désacétylases; 
IDH, isocitrate déshydrogénase; JmjC, lysine déméthylase; LDH, lactate déshydrogénase; 
PDH, pyruvate déshydrogénase; PK, pyruvate kinase (adapté de ((Agathocleous et Harris, 
2013)). 
 
La glutamine ainsi que la valine et l’isoleucine alimentent également le cycle de Krebs. Par 
exemple, la glutamine est convertie en glutamate par la glutaminase, et le glutamate peut 
être converti en α-cétoglutarate. L'acétyl-CoA, en plus de participer au cycle de Krebs, est 
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également un précurseur important de la biosynthèse des acides gras.  Ne pouvant pas 
franchir la membrane mitochondriale, l'acétyl-CoA et l'oxaloacétate se combinent dans la 
matrice mitochondriale, pour former le citrate qui est transporté hors de la mitochondrie et 
clivé par l'ATP citrate lyase (ACLY) cytoplasmique, pour redonner de l’acétyl-CoA. 
L'acétyl-CoA peut être utilisé comme précurseur pour l'acétylation post-traductionnelle des 
protéines et peut également être converti en malonyl-CoA par l'acétyl-CoA carboxylase 
(ACC), résultant en la synthèse et l'élongation de chaînes d'acides gras (Buchakjian et 
Kornbluth, 2010). 
 
Dans la voie des PPP, le G6P est converti en ribose-5-phosphate tout en produisant deux 
molécules de NADPH. L'enzyme contrôlant l'entrée du G6P dans cette voie est la glucose-
6-phosphate déshydrogénase (G6PD), dont l’activité dépend de la disponibilité de son 
substrat (par exemple, l'expression du gène codant pour la G6PD augmente lorsque des 
animaux passent d'un état de jeûne à un état de satiété) et du rapport NADPH/NADP
+
 
(Salati et Amir-Ahmady, 2001). NADPH est à la fois un antioxydant cellulaire majeur, en 
maintenant le glutathion à l'état réduit, limitant ainsi les dommages oxydatifs, et un 
cofacteur nécessaire à la biosynthèse réductrice des acides gras, des nucléotides et des 
acides aminés. Toutes les enzymes catalysant cette voie sont cytosoliques. 
 
1.3.1.2 La mitochondrie : usine à énergie 
La mitochondrie est l'organelle produisant l'énergie cellulaire. La mitochondrie est 
responsable des étapes finales de métabolisation des substances organiques pour produire 
l'énergie sous la forme d’ATP (McInnes, 2013). Les intermédiaires métaboliques, une fois 
oxydés en présence d’oxygène, fournissent des électrons à un ensemble de complexes 
protéiques formant la chaîne de transport des électrons. Cette cascade d'évènement se 
nomme la chaîne respiratoire (Patel et al., 2011). La chaîne respiratoire est localisée dans la 
membrane interne mitochondriale, la mitochondrie étant délimitée par deux membranes, 
l’une externe et l’autre interne. La chaîne respiratoire, comme unité d’oxydation, est un 
ensemble ordonné d’enzymes comprenant la NADH réductase qui constitue le complexe I, 
la succinate-Q réductase ou complexe II, la cytochrome c réductase-cytochrome bc1 ou 
complexe III, et la cytochrome c oxydase ou complexe IV. Le transfert des électrons dans 
20 
 
 
la chaîne respiratoire fournit de l’énergie utilisée pour générer un gradient de protons (H+) 
de part et d’autre de la membrane interne mitochondriale. Ce gradient de protons sert à faire 
fonctionner l’ATP synthase, une espèce de turbine ancrée dans la membrane 
mitochondriale interne, qui produit de l’ATP en ajoutant une molécule de phosphate à une 
molécule d'adénosine 5'-diphosphate (ADP) (Yoshida et al., 2001). 
 
Chez l'homme, la régulation transcriptionnelle de la biogenèse mitochondriale se produit 
par l'activation du co-activateur transcriptionnel peroxisome proliferator-activated receptor 
c coactivator 1α (PGC-1α), qui répond aux variations énergétiques de la cellule, telles que 
les rapports entre NAD
+/NADH et AMP/ATP, détectés respectivement  par l’histone 
désacétylase de classe III sirt1 et la protéine kinase activée par l'AMP (AMPK) (Jager et 
al., 2007). Il est cependant à noter que les mitochondries ne peuvent pas être re-
synthétisées. Donc, les nouvelles mitochondries proviennent de mitochondries existantes. 
Le processus de biogénèse des mitochondries ressemble à celui des cellules juste avant la 
division cellulaire: la mitochondrie s'allonge et augmente de volume jusqu’au clivage en 
utilisant la force mécanique du réticulum endoplasmique et la protéine Drp1, générant deux 
mitochondries. C’est le processus de fission mitochondriale. Les mitochondries ont 
également la capacité de fusionner, donc de joindre les membranes et les compartiments 
pour ne former qu’une seule mitochondrie plus grande. Ces deux processus,  fusion et  
fission, se produisent tout au long du cycle de vie cellulaire, ce qui signifie que, à tout 
moment, les mitochondries sont en un flux dynamique entre fusion et fission. On croit que 
cet équilibre entre fusion et de fission est responsable de la diversité des tailles et des 
structures mitochondriales, visibles en observant la morphologie des mitochondries 
(Westermann, 2010). 
 
1.3.1.3 L’AMPK : senseur énergétique de la cellule 
L’énergie cellulaire sous forme d'ATP est utilisée pour la biosynthèse de la plupart des 
composants cellulaires et soutient les processus essentiels tels que le transport d'ions, 
l’intégrité du cytosquelette et le trafic membranaire. Maintenir l’homéostasie cellulaire 
nécessite de surveiller constamment le rapport entre la demande d’énergie et la régénération 
de l'ATP, réalisée principalement par la respiration mitochondriale. C’est au centre de cet 
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équilibre que l’on retrouve l’AMPK, une enzyme composée d'une sous-unité α catalytique 
et de deux sous-unités régulatrices β et γ, dont la dernière lie alternativement l'ATP, l'ADP 
ou l’AMP pour évaluer l'état métabolique (Wang et Brautigan, 2013). L’AMPK favorise les 
réactions de dégradation fournissant de l’énergie, soit le catabolisme, et inhibe les réactions 
de synthèse, l’anabolisme. L’AMPK activée va donc inhiber des voies de synthèse et 
promouvoir la dégradation, comme celle des acides gras, en phosphorylant l’ACC. 
L’AMPK activée antagonise également la voie mTOR, voie impliquée dans la synthèse 
protéique (Carling et al., 2012). 
 
L’AMPK est activée allostériquement par l’AMP ou l’ADP, qui se lient à la sous-unité 
régulatrice γ et favorisent ainsi la phosphorylation de la sous-unité catalytique α sur le 
résidu Thr172, phosphorylation nécessaire pour assurer l’activation de l'AMPK (Kodiha et 
al., 2007). L’ATP compétitionne allostériquement avec l’ADP et l’AMP pour diminuer 
l’activation et la stimulation de la phosphorylation sur Thr172 (Salt et Palmer, 2012). Des 
niveaux élevés d’ADP et d’AMP inhibent la déphosphorylation de l'AMPK, et 
maintiennent la phosphorylation de l'AMPK sur Thr172 par LKB1, la kinase activatrice de 
l’AMPK, qui est constitutivement active et non régularisée directement par la concentration 
de nucléotides adényliques (Hardie, 2011). En l'absence de changements dans les taux 
d’ADP ou d’AMP, l'AMPK peut  être activée par une augmentation de la concentration de 
Ca
2+ 
intracellulaire dans les cellules exprimant la Ca
2+/calmoduline kinase kinase β 
(CaMKKβ), qui peut également phosphoryler l’AMPK sur la Thr172 (Hawley et al., 
2005);(Salt et Palmer, 2012). En plus de son importance dans la régulation des flux 
cellulaires énergétiques, l’AMPK peut contrôler les réponses inflammatoires. En effet, la 
transplantation d’une moëlle osseuse provenant de souris invalidées pour AMPKβ1, dans 
des souris de type sauvage, entraîne une augmentation de l’infiltration et de l'activation des 
macrophages dans le tissu adipeux (Galic et al., 2011). De plus, il a été démontré qu‘un 
activateur de l'AMPK, AICAR, atténue la progression de plusieurs maladies, comme  une 
encéphalomyélite auto-immune chez le rat (Prasad et al., 2006), une lésion pulmonaire chez 
la souris (Zhao et al., 2008) et une colite expérimentale induite par le dextran sulfate chez 
la souris (Bai et al., 2010). 
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Un autre processus crucial régularisé suite à l’activation de l'AMPK est la biogénèse des 
mitochondries, qui, à long terme, génère une capacité accrue pour le catabolisme oxydatif à 
la fois du glucose et des acides gras (Hardie et al., 2012). L’AMPK activée phosphoryle 
directement le «maître régulateur» de la biogenèse mitochondriale, PGC1α, qui est non 
seulement impliqué dans la biogénèse des mitochondries, mais qui améliore également 
l'activité de plusieurs facteurs de transcription régularisant l’expression de gènes 
mitochondriaux. Une fois phosphorylé, PGC1α peut contrôler sa propre expression via une 
boucle de rétroaction positive (Lin et al., 2005). 
 
1.3.1.4 Le stress oxydant 
Une conséquence inévitable du métabolisme aérobie est la production d'espèces réactives 
de l'oxygène (ROS). Les ROS comprennent des radicaux libres, tels que l'anion superoxyde 
(O₂•-), le radical hydroxyle HO•, ainsi que des non-radicaux comme le peroxyde 
d'hydrogène (H₂O₂) et l'oxygène singulet (¹O₂) (Sharma et al., 2012). Dans les cellules, les 
ROS sont produits lors de la phosphorylation oxydative, étape permettant la synthèse 
d’ATP. L’anion superoxyde intracellulaire est essentiellement produit par l'oxydation de 
NADPH par des enzymes NADPH oxydases (NOX) ou par le gradient d'électrons généré 
lors de la respiration aérobie dans les mitochondries. L’anion superoxyde est rapidement 
converti en peroxyde d'hydrogène (H₂O₂) par les superoxydes dismutases (SOD). Le 
peroxyde d'hydrogène qui oxyde les résidus cystéines des protéines pour initier la biologie 
redox, peut aussi être converti en eau par des protéines anti-oxydantes telles que les 
peroxyrédoxines (PRx), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT). Lorsque les 
niveaux d’H₂O₂ augmentent de façon incontrôlée, les radicaux hydroxyles se forment par 
des réactions avec des cations métalliques (Fe
2+
) et endommagent de manière irréversible 
les macromolécules cellulaires (Schieber et Chandel, 2014). Un déséquilibre entre la 
production de ROS et la capacité anti-oxydante cellulaire peut perturber l’homéostasie 
cellulaire. Le stress oxydatif qui en découle peut endommager divers composants 
cellulaires, y compris l'ADN, l'ARN, les protéines et les lipides. Par exemple, le stress 
oxydatif accumulé est considéré comme une cause majeure du vieillissement (Lambert et 
Merry, 2004; Balaban et al., 2005). Des niveaux élevés de ROS peuvent en effet altérer la 
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fonction de cellules souches, notamment en activant les voies de signalisation qui limitent 
l'auto-renouvellement (Ito et al., 2006). 
 
Les ROS interviennent également comme médiateurs inflammatoires. En effet, l'activation 
du système immunitaire inné, suite à une stimulation par des produits bactériens, nécessite 
une signalisation par les ROS. Les ROS induisent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1β, TNFα, IFNβ) (Padgett et al., 2013). Alors que de faibles  niveaux 
de ROS permettent de maintenir l’équilibre pro- et anti-inflammatoire, une baisse 
inappropriée des niveaux de ROS peut inhiber la réponse immunitaire et ainsi mener à 
l’immunosuppression. Par contre, de hauts niveaux de ROS contribuent à l’auto-immunité, 
en augmentant notamment la libération de cytokines pro-inflammatoires (Kong et al., 
2011). 
 
1.3.2 L’acétyl-CoA : lien entre transcription et métabolisme 
Plusieurs enzymes qui jouent un rôle important dans la régulation épigénétique des gènes 
utilisent des co-substrats générés par le métabolisme cellulaire, fournissant ainsi un lien 
entre nutrition, métabolisme et régulation des gènes (Figue 8). 
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Figure 8 - L’acétylation est une marque post-traductionnelle régularisant l’expression 
des gènes et l’activité de nombreuses enzymes des voies métaboliques. L’acétyl-CoA 
produit par les différentes voies métaboliques est utilisé non seulement dans le cycle de 
Krebs (TCA) pour fournir de l’énergie, mais aussi comme donneur de groupement acétyl 
permettant une régulation épigénétique des gènes via l’acétylation des lysines. 
L’acétylation des lysines contrôle aussi l’activité de nombreuses protéines, notamment des 
enzymes métaboliques. La pyramide donne un aperçu de la participation ainsi que les rôles 
croisés d'enzymes métaboliques, tels que la pyruvate déshydrogénase, l'acétyl-CoA 
synthétase et la pyruvate kinase, dans quatre voies métaboliques différentes productrices 
d’acétyl-CoA. Au moins 92 protéines impliquées dans des événements métaboliques et 
dans la production d'énergie, y compris dans le cycle de Krebs, la glycolyse, le 
métabolisme du pyruvate et le métabolisme des acides gras, sont acétylées. Par exemple, 24 
protéines dans le cycle de Krebs peuvent être acétylées (tiré et adapté de ((Patel et al., 
2011)). 
 
Comme nous l'avons vu à la section 1.1, l'expression des gènes peut être régulé par 
l'acétylation des histones (Kaelin et McKnight, 2013). Les groupements acétyl proviennent 
du donneur acétyl-CoA, résultat de la dégradation des produits métaboliques (Figure 8). 
Dans les cellules de mammifères, l’ATP-citrate lyase (ACL) produit l’acétyl-CoA 
cytoplasmique à partir du citrate pour la synthèse d'acides gras, et l’acétyl-CoA nucléaire 
pour subvenir aux besoins d’acétylation de protéines nucléaires, dont les histones (Wellen 
et Thompson, 2012). Cette production d’acétyl-CoA par l’ACL est fort importante. En 
effet, l’inactivation de ACL inhibe l'expression de gènes glycolytiques au cours de la 
différenciation adipocytaire (Wellen et al., 2009). Dans les myoblastes en culture, 
l’inactivation de ACL diminue l'acétylation des histones et favorise la différenciation 
myogénique (Bracha et al., 2010). D’autres enzymes telles que l’acétyl-CoA synthétase et 
le complexe de la pyruvate déshydrogénase kinase participent également à la formation du 
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pool d’acétyl-CoA nucléaire, ce qui rajoute un degré de complexité à cette production 
((Sutendra et al., 2014). L’acétyl-CoA apparaît donc comme un régulateur central à la fois 
dans les mécanismes énergétiques de la cellule (production d’ATP) mais également dans la 
transcription des gènes (acétylation des histones). Dès lors, il devient évident que des 
perturbations dans les voies de synthèse d’acétyl-CoA vont affecter quasiment l’ensemble 
des processus cellulaires.  
 
1.4 Projet de recherche 
 
De par l’ajout ou le retrait d’un groupe acétyl sur les queues N-terminales des histones, les 
HAT et les HDAC régularisent la transcription des gènes. Outre les histones, de 
nombreuses autres protéines, y compris des facteurs de transcription (NFκ-B), des kinases 
(AMPK) et des enzymes métaboliques (Sod2) sont acétylées, formant l’acétylome. Ainsi, 
les HAT et les HDAC ont des effets globaux et spécifiques sur les voies de signalisation, à 
la fois comme activateurs ou répresseurs. Comme nous venons de le voir dans les sections 
précédentes, l’ensemble des réactions métaboliques est finement régulé afin d’assurer 
l’homéostasie cellulaire. La fonction principale du métabolisme cellulaire est de fournir 
l’énergie nécessaire pour tous les processus cellulaires (croissance, défense, maturation, 
etc.), l’unité majeure de production étant la mitochondrie. Comme dans tout système, des 
irrégularités peuvent se produire, et des régulateurs comme l’AMPK sont présents pour 
rétablir l’équilibre. Cependant, lors d’un débalancement trop grand dans les voies 
métaboliques, des dommages surviennent comme c’est le cas lors d’une trop grande 
génération de ROS qui peuvent endommager la cellule à tous les niveaux. Perturber les 
voies de production d’énergie va ainsi affecter non seulement l’homéostasie cellulaire mais 
aussi l’expression des gènes en modifiant la formation de marques épigénétiques comme 
l’acétylation. Des travaux précédents, dans lesquels l’expression de HDAC1 a été réduite 
dans les cellules épithéliales intestinales de crypte de rat IEC-6 par infection lentivirale de 
constructions exprimant des shARN contre HDAC1, ont montré que la perte de HDAC1 
entraîne un fort ralentissement de la croissance et cela, sans augmentation significative des 
inhibiteurs du cycle cellulaire comme p21 ou p27 (Moore-Gagné, 2012). J’ai alors 
hypothétisé que l’absence de HDAC1 pouvait mener à des défauts dans les voies de 
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synthèse ou de production d’énergie. Je me suis donc intéressé à l’étude des voies 
métaboliques qui participent notamment à la production d’acétyl-CoA, le principal donneur 
de groupement acétyl, groupement nécessaire pour l’acétylation des histones. Comme vu 
dans la section 1.3.2, les voies métaboliques, en modulant les niveaux d’acétyl-CoA, 
altèrent les patrons d’acétylation. On pourrait dès lors supposer l’intrigante possibilité que 
l’absence de HDAC1, en diminuant la disponibilité en acétyl-CoA cellulaire pour maintenir 
les groupements acétyl sur les histones, entraînerait une réorganisation majeure de 
l’homéostasie métabolique chez les cellules épithéliales intestinales.  
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2. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Culture cellulaire 
La lignée cellulaire IEC-6, non transformée et non différenciée, dérive de cellules de 
cryptes intestinales de rat (CRL-1592, ATCC, Manassas, VA, USA). Les cellules ont été 
cultivées dans du milieu d’Eagle modifié de Dulbecco (DMEM) (Invitrogen Life 
Technologies, Burlington, ON, Canada) contenant 5% de sérum de veau fœtal (FBS) 
(Wisent, St-Bruno, QC, Canada), 2 mM de L-glutamine et 100 U/ml de pénicilline et 
streptomycine (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON, Canada). Deux µg/ml de 
puromycine (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) ont été ajoutés aux lignées cellulaires 
IEC-6 shCtrl et shHDAC1. À confluence, les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été 
traitées avec un milieu avec ou sans 5% FBS et glucose, dans un milieu normal, sans ou 
avec des métabolites comprenant le citrate (10 mM) (MP Biomedicals,  Solon, OH, USA), 
l'acétate (10 mM) (Fisher Scientific Company, Ottawa, ON, Canada) ou le fumarate (50 
µM) (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON, Canada), et 10 ng/ml d'IL-1β humaine 
recombinante (BioShop Canada, Burlington, ON, Canada). Dans certaines expériences, les 
cellules ont été traitées avec 250 µM de H₂O₂, 10 µM d’inhibiteur de l’AMPK, soit le 
Compound C (Dorsomorphin, Biovision, Milpitas, CA, USA), 500 µM d’activateur de 
l'AMPK, soit l’AICAR, ou 10 μM de MS275, un inhibiteur des HDACs de classe I 
(Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA). 
 
2.2 Lignées cellulaires IEC-6 shCtrl et shHDAC1 
Les lignées cellulaires shCtrl et shHDAC1 ont été obtenues après sélection à la puromycine 
des cellules IEC-6 infectées avec un lentivirus shRNA contrôle (SHC002V) ou un 
lentivirus shRNA contre HDAC1 (MISSION shRNA, TRCN0000039402) (Sigma-Aldrich, 
St-Louis, MO, USA). Ces lignées ont été établies par Julie Moore-Gagné (Julie Moore-
Gagné, 2012). 
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2.3 Mesure de la viabilité cellulaire 
Pour déterminer la viabilité des cellules, cinquante mille cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 
ont été déposées dans chacun des puits d’une plaque de 24 puits la veille de l’expérience. 
Le lendemain, le milieu a été remplacé par du milieu sans ou avec sérum et glucose, 
supplémenté, ou non, à l'aide de citrate, d'acétate, de fumarate ou de H2O2. Après 24 h 
d’incubation, 50 µL de MTT (3-(4, 5-diméthylthiazol-2-yl)-2, 5-diphényltétrazolium 
bromure, 0,5 mg/mL) (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON, Canada) ont été ajoutés à 
chaque puits pendant 2 h à 37°C. Le milieu de culture cellulaire a été retiré avant d'ajouter 
200 µL d'une solution d'isopropanol-acide (1 mL HCl 1 N dans 25 mL d’isopropanol) pour 
solubiliser les cristaux de formazan insolubles dans l'eau. La densité optique (DO) a été 
déterminée sur un lecteur de microplaques ELISA Versamax à 550 nm (Molecular Devices 
Inc., Sunnyvale, CA, USA). Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM. La 
significativité statistique a été déterminée par une analyse de la variance (test ANOVA). 
Les expériences ont été réalisées en triplicata. 
 
2.4  Extraction des protéines et immunobuvardage 
Après les traitements, les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été lysées dans du tampon 
Laemmli 1X  (62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8, 2% SDS, 10% glycérol) pour obtenir des extraits 
de protéines totales (Turgeon et al., 2008; Turgeon et al., 2013). Les concentrations de 
protéines ont été déterminées par la méthode BCA (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo 
Scientific, Rockford, IL, USA). Les protéines ont été séparées sur un gel SDS-
polyacrylamide de 6%, 10% ou 15%, avant d’être électrotransférées sur une membrane de 
PVDF (Roche Molecular Biochemicals, Laval, QC, Canada). Les membranes ont ensuite 
été bloquées dans une solution TBS-T (20 mM Tris-HCl  pH 7,6, 137 mM NaCl, 0,05% de 
Tween-20) contenant 5% de lait, pendant 1 h. Puis elles ont été incubées avec agitation 
continue, soit 1 h à température ambiante, soit toute la nuit à 4°C, avec les anticorps 
primaires dirigés contre la phospho-AMPK (Thr172), l'AMPKα, la phospho-acétyl-CoA 
carboxylase (ACC) (Ser79), les histones H3 et les formes pan-acétylées des histones H3 et 
H4 (H3ac et H4ac) (Cell Signaling Technology Inc., Danvers , MA, USA); Sod2 (GeneTex 
Inc., Irvine, CA, USA); actine (Millipore, Billerica, MA, USA) (Tableau 2). Ensuite, les 
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membranes ont été lavées 3 fois pendant 10 min dans du TBS-T 1X, puis incubées pendant 
1 h à température ambiante avec agitation, avec l’anticorps secondaire approprié couplé à la 
peroxydase de raifort (HRP), soit anti-lapin (sc-2004) ou anti-souris (sc-2005), dilué 1000 
fois dans la solution de blocage (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). 
Les membranes ont de nouveau été lavées 3 fois pendant 10 min avec du TBS 1X 
contenant 0,05% Tween-20. Les complexes d’anticorps ont été révélés avec les réactifs de 
la trousse de détection Amersham ECL
TM
 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK), d’après 
les recommandations du fabricant, par autoradiographie (Films HyBlot ES, Denville 
Scientific Inc., Metuchen, NJ, USA). Les expériences ont été réalisées indépendamment 
trois fois. 
 
Tableau 2 - Liste des anticorps  utilisés pour les immunobuvardages. 
 
    Anticorps   Dilution  Compagnie  Référence 
Phospho-AMPK   1 : 1000 Cell Signaling 2535 
AMPKα  1 : 1000 Cell Signaling 2532 
Phospho-acetyl-CoA carboxylase (ACC)  1 : 1000 Cell Signaling 3661 
Sod2  1 : 1000 GeneTex GTX116093 
Histone H3  1 : 1000 Cell Signaling 9715 
Histone H3ac  1 : 2000 Millipore 06-599 
Histone H4ac  1 : 4000 Millipore 06-598 
Actine  1 : 10000 Millipore MAB1501 
 
2.5 Identification du protéome par la méthode SILAC et analyse 
bioinformatique 
Les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été cultivées dans du DMEM sans arginine et 
lysine contenant 5% de FBS dialysé avec un seuil de coupure de 10 kDa (Life Technologies 
Inc., Burlington, ON, Canada). L’arginine et la lysine ont été ajoutés au milieu comme 
isotopes légers (Arg0, Lys0; Sigma-Aldrich Canada, Oakville, ON, Canada) ou isotopes 
lourds (Arg10, Lys8; Cambridge Isotope Laboratories, Andover, MA, USA) à une 
concentration finale de 28 pg/ml pour l'arginine et 49 pg/ml pour la lysine au cours de six 
passages. Des lysats de cellules entières ont été soumis à une élimination du détergent, à 
l'alkylation et à la digestion par la trypsine, et utilisés pour la chromatographie liquide 
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couplée à la spectrométrie de masse et l'analyse des données, selon le protocole décrit par 
Ahmad et collaborateurs (Ahmad et al., 2012). Les protéines avec un ratio 
shHDAC1/shCtrl de plus de 1,5 et de moins de 0,75 ont été sélectionnées pour la 
classification en fonction de leurs processus biologiques (Gene Ontology), en utilisant le 
programme « Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery » (DAVID) 
v 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/) et le logiciel d’analyse Ingenuity Pathway Analysis 
(http://www.ingenuity.com/). 
 
2.6 Mesure de la production des espèces réactives de l'oxygène (ROS) 
La production de ROS a été mesurée avec la trousse de détection DCFDA ROS Assay 
(Abcam Inc., Cambridge, MA, USA). Dix mille cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été 
déposées dans chaque puits d’une microplaque de 96 puits. Après 24 h, les cellules ont été 
incubées dans du milieu normal contenant 25 µM de  2 ', 7'-dichlorofluoresceine diacetate 
(DCFDA) à 37°C pendant 45 min. Après lavage au PBS 1X, les cellules ont été incubées 
pendant 3 h à 37°C dans du milieu de culture normal avec ou sans 500 µM de H₂O₂ 
fraîchement préparée. Les quantités relatives de ROS ont été mesurées dans un lecteur de 
microplaques à une longueur d'onde d'excitation de 485 nm et une longueur d'onde 
d'émission de 535 nm.  
 
2.7 Marquage des mitochondries 
Les mitochondries ont été marquées avec la trousse de détection Cell Navigator™ 
Mitochondrion staining (AAT Bioquest ®, Sunnyvale, CA, USA). Dix mille cellules ont 
été déposées dans des chambres de culture LAB-TEK (Thermo Fisher Scientific, 
Burlington, ON, Canada). Après 24 h, les cellules ont été traitées avec une combinaison de 
Mitolite™ vert et Live Cell Staining Buffer (rapport 1:500) pendant 4 h à 37°C. Le tampon 
a ensuite été remplacé par du tampon phosphate salin (PBS) 1X et les mitochondries ont été 
observées avec un microscope Zeiss à fluorescence inverse (Carl Zeiss Canada, Toronto, 
ON, Canada) à un grossissement de 40X et un filtre FITC (Ex/Em=485/525 nm), avec un 
temps d'exposition de 500 ms. Les images ont été générées avec le logiciel AxioVision 
(Carl Zeiss Canada, Toronto, ON, Canada). 
31 
 
 
2.8 RT-PCR semi-quantitative 
Les ARN totaux des cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1, traitées avec ou sans Compound 
C, AICAR ou métabolites (fumarate, citrate, acétate), et en présence, ou non, d’IL-1β 
pendant 24 h, ont été isolés avec la trousse RNeasy plus Mini (Qiagen, Mississauga, ON, 
Canada). Les ADNc ont été synthétisés à partir de 1 µg d'ARN, avec l’oligo (dT15) comme 
amorce, et la transcriptase inverse Superscript II (Life Technologies Inc., Burlington, ON, 
Canada). Les ADNc ont été amplifiés avec la trousse Taq PCR Master Mix (Qiagen, 
Mississauga, ON, Canada) et avec des amorces PCR correspondant aux séquences de 
référence de gènes de rat induits par IL-1β et exprimés dans les cellules IEC-6, à savoir 
Ccl2 , Ccl5, Ccl20, Cxcl11, Cxcl2, Cxcl10 et Cxcl12. Les oligonucléotides ont été choisis 
afin de générer des produits d'environ 500 pb (Tableau 3, http://frodo.wi.mit.edu/primer3). 
L'amplification a commencé par un premier cycle à 94°C pendant 5 min, suivi de 28 cycles 
de 1 min à 94°C, 45 sec à 62°C et en diminuant de 0,3°C à chaque cycle, 1 min à 72°C, et 
un cycle final de 1 min à 94°C et 10 min à 72°C. La quantification relative a été déterminée 
par amplification de l’ADNc de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (Gapdh). 
Les produits de PCR amplifiés ont été séparés sur un gel d'agarose à 1,4% et visualisés par 
coloration au bromure d'éthidium.  
 
Tableau 3 - Liste des oligonucléotides utilisés pour l'analyse par PCR semi-quantitatif. 
Gène Région Sens Anti-sens 
Taille 
(pb) NM  
Ccl2 126-544 5'-CCAGAAACCAGCCAACTCTC-'3 5'-AGGCATCACATTCCAAATCA-'3 418 NM_031530 
Ccl5 176-396 5'-GTGCCCACGTGAAGGAGTAT-'3 5'-ATCCCCAGCTGGTTAGGACT-'3 220 NM_031116 
Ccl20 101-611 5'-GCTTACCTCTGGAGCCAGTC-'3 5'-AGCGCCCTTCATAGATTGTG-'3 510 NM_019233 
Cxcl1 291-833 5'-CCCCATGGTTCAGAAGATTG-'3 5'-AGGCATTGTGCCCTACAAAC-'3 542 NM_030845 
Cxcl2 29-586 5'-CCTCCTGTGCTCAAGACTCC-'3 5'-GAGCTGGCCAATGCATATCT-'3 557 NM_053647 
Cxcl10 261-804 5'-TGTCCGCATGTTGAGATCAT-3' 5'-ATTTGCCATCTCACCTGGAC-3' 543 NM_139089 
Cxcl12 
4326-
4639 5’-TGAAGCCAGTTGGGATAAGG-3’ 5’-TAGGCAGGCTGTCTCCATCT-3’ 313 NM_001033883 
Gapdh 3-499 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGAC-'3 5'-GTGAAGGTCGGTGTGAACGG-'3 496 NM_017008 
 
 
 
 
32 
 
 
2.9 PCR quantitative (qPCR) 
L’ADNc (2 ng) préparé à partir des ARN cellulaires totaux des cellules IEC-6 shCtrl et 
shHDAC1, a été utilisé pour des analyses par qPCR en utilisant le système de détection 
Rotor-Gene 6000 qPCR (Biolabo Scientific Instruments SA, Suisse) avec la trousse RT2 
SYBR Green ROX qPCR Master Mix (Qiagen, Mississauga, ON, Canada), et des amorces 
PCR correspondant aux séquences de référence de gènes mitochondriaux nucléaires de rat, 
à savoir Tfb2m, Tfam, Aldh2, Atp5O et Idh2 (Tableau 4). L’amplification de l'ADNc a 
commencé par un cycle de 95 ° C pendant 10 min, suivie de 40 cycles de 10 s à 95 ° C, 10 s 
à 60 ° C et 20 s à 72 ° C. La quantification relative a été évaluée par l’amplification de 
l’ADNc de la porphobilinogen désaminase (Pbgd), comme décrit précédemment (Turgeon 
et al., 2014).  
 
Tableau 4 - Liste des oligonucléotides utilisés pour l'analyse par qPCR. 
Gène Région Sens Anti-sens 
Taille 
(pb) NM  
Tfb2m 1076 - 1171 5'-AACGCAATGCCCCAATAATA-3' 5'-CGTGTCTCCAGGTCTTTTCC-3' 95 NM_001008293  
Tfam  572 - 658 5'-ACCAAAAAGACCTCGGTCAG-3' 5'-CTTCAATTTCCCCTGAGCTG-3' 86 NM_031326 
Aldh2 1351 - 1583 5'-TAATTCCAAGTACGGGCTGG-3' 5'-TCTTCTGTGGCACTTTGACG-3' 232 NM_032416 
Idh2 392 - 724 5'-GCCCGTGTGGAAGAGTTCAA-3' 5'-CGAAGCCCGAAATGGAC-3' 332 NM_001014161 
Atp5O 222 - 362 5'-AGGTGTCCCTTGCTGTTCTGA-3' 5'-TGCCTAGGCGACCATTTTCA-3' 140 NM_138883 
Sod2 334 - 455 5'-TTCAGCCTGCACTGAAG-3' 5'-GTCACGCTTGATAGCCTC-3' 121 NM_017051 
Tbp 979 - 1100 5'-GGGGAGCTGTGATGTGAAGT-3' 5'-GGAGAACAATTCTGGGTTTGA-3' 121 NM_001004198 
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3. RÉSULTATS 
Nos travaux précédents ont montré que l’invalidation de HDAC1 par l’expression continue 
d’un shARN contre HDAC1 mène à une réduction de la prolifération des cellules non-
transformées IEC-6 et à une diminution de la densité de saturation (Julie Moore Gagné, 
2014 ; communication personnelle). De façon intéressante, la réduction de prolifération 
n’est pas associée à une augmentation de l’expression d’inhibiteur de kinases cycline-
dépendantes, notamment p21, qui est habituellement augmenté en réponse à l’action 
transitoire d’inhibiteurs pharmacologiques des HDACs ou suite à la réduction d’expression 
de HDAC spécifiques par des siARN dans de nombreuses lignées tumorales (Kim et Bae, 
2011). J’ai donc émis l’hypothèse que l’absence à long terme de HDAC1 pouvait 
indirectement affecter la prolifération cellulaire en modifiant des voies métaboliques 
importantes dans la croissance cellulaire, dont les voies reliées à la production d’acétyl-
CoA. Comme mentionné précédemment, l’expression des gènes est régularisée en partie 
par l’acétylation des histones et d’autres régulateurs transcriptionnels. Les groupements 
acétyl proviennent du donneur acétyl-CoA résultant de la dégradation des produits 
métaboliques. L’acétyl-CoA joue un rôle essentiel à la fois dans les mécanismes 
énergétiques de la cellule mais également dans la transcription des gènes (Kaelin et 
McKnight, 2013). L’absence de HDAC, notamment HDAC1, pourrait perturber les niveaux 
d’acétylation, notamment en augmentant les niveaux d’acétylation des histones et d’autres 
facteurs. En contrepartie, la diminution de la disponibilité de groupements acétyl, à cause 
de la réduction de HDAC1, pourrait altérer les niveaux cellulaires d’acétyl-CoA utilisables 
dans les réactions métaboliques. 
J’ai donc voulu déterminer si l’absence de HDAC1 pouvait entraîner des modifications 
dans la réponse des cellules IEC-6 à des changements métaboliques et à différents 
intermédiaires métaboliques altérant la production d’acétyl-CoA et le patron d’acétylation. 
J’ai mesuré les niveaux d’acétylation des histones H3 et H4 après un traitement de 24 h 
avec différents intermédiaires métaboliques connus pour modifier l’acétylation des histones 
et intervenant également dans les voies de production de l’acétyl-CoA (Soliman et 
Rosenberger, 2011; Sullivan et Chandel, 2014) et suite à une carence en glucose et/ou en 
sérum. Un inhibiteur des HDAC de classe I, le MS275, a été utilisé comme contrôle 
d’augmentation de l’acétylation des histones H3 et H4. Une bande surnuméraire due 
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certainement à une hyperacétyaltion des histones H3 et H4 est observée dans les 2 lignées 
(Lee et al., 2001). Les résultats montrent que les niveaux d’acétylation des histones H3 et 
surtout H4 sont légèrement augmentés dans les cellules shHDAC1 comparativement aux 
cellules contrôle. L’addition de fumarate, de citrate et d’acétate mène à une légère 
augmentation des niveaux d’acétylation de l’histone H3 et seul l’acétate augmente 
l’acétylation de l’histone H4 dans les cellules shCtrl, alors que l’augmentation est plus 
prononcée dans les cellules shHDAC1 (Figure 9), notamment suite à une carence en sérum 
et en glucose. Il est à noter que l’augmentation des niveaux d’acétylation de l’histone H4 
est toujours supérieure à celle obtenue pour l’histone H3. Ces résultats montrent que 
l’absence de HDAC1 maintient les niveaux d’acétylation des histones en conditions de 
carence métabolique apportée par l’absence de sérum et de glucose, et résultant en une 
diminution d’acétyl-CoA. À l’opposé, l’absence de HDAC1 augmente les niveaux 
d’acétylation suite à l’addition de métabolites qui contribuent à une hausse des niveaux 
d’acétyl-CoA, notamment l’acétate et le citrate.  
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Figure 9 - La perte de HDAC1 modifie différentiellement l’acétylation des histones en 
réponse à des changements métaboliques. Les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été 
traitées pendant 24 h dans du milieu de culture complet, du milieu sans sérum et sans 
glucose ou additionnés de fumarate (fum), citrate (cit), acétate (ace) et d’un inhibiteur de 
HDAC (MS275). Les protéines totales ont été extraites et utilisées pour mesurer les 
niveaux d’acétylation globaux des histones H3 (H3 ac,) et H4 (H4 ac.) par 
immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques. L’immunobuvardage de l’actine a été 
utilisé comme contrôle des niveaux protéiques. La densitométrie de H3 ac. et H4 ac. par 
rapport à l’actine a été réalisée avec le logiciel Image J, les données de MS275 ainsi que 
H4ac. pour l’acétate dans la lignée shHDAC1 sont trop élevées pour être analysées 
L’expérience a été réalisée en duplicata et les résultats d’une expérience représentative sont 
présentés. 
 
Suite à ces observations, j’ai évalué la viabilité des lignées shCtrl et shHDAC1 en présence 
de ces métabolites et du milieu sans sérum et sans glucose, par essai MTT (Figure 10). 
L'addition de métabolites altère les voies métaboliques en tant qu'activateurs ou inhibiteurs 
allostériques de ces voies. En effet, l’ajout de citrate peut exercer un rétrocontrôle négatif 
sur la glycolyse en inhibant une phosphofructokinase (PFK1) et la 6-phosphofructo-2-
kinase / fructose 2,6-biphosphatases (PFK2) (Chesney, 2006). La supplémentation en 
acétate augmente l’acétylation des histones dans le cerveau et inhibe l’activité et 
l'expression de HDAC2 (Soliman et Rosenberger, 2011). Les résultats montrent que les 
cellules shCtrl ont une viabilité réduite dans un milieu sans sérum et sans glucose (46%), 
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ou un milieu additionné de fumarate (74%) ou de citrate (40%) (Figure 10). Par contre, les 
cellules shHDAC1 montrent une plus grande viabilité dans les mêmes conditions, 
respectivement de 77%, 78% et 94%, pour le milieu sans sérum et glucose, le fumarate et le 
citrate. Bien que non-significatif, l’addition d’acétate semble promouvoir la prolifération 
dans les deux lignées, à l’opposé du MS275 qui induit une légère baisse de viabilité dans 
les 2 lignées. Nos résultats montrent donc une corrélation entre l’acétylation accrue des 
histones et une résistance à des changements métaboliques en l’absence de HDAC1. 
 
 
 
 
Figure 10 - La perte de HDAC1 augmente la viabilité cellulaire en réponse à des 
produits métaboliques. Les cellules IEC-6 shCtrl (A) et shHDAC1 (B) ont été 
ensemencées dans des plaques de 24 puits, à raison de 30,000 cellules par puits. Le 
lendemain, elles ont été traitées avec différents produits métaboliques (fumarate, citrate ou 
acétate), du milieu sans sérum et glucose et en présence de MS275 pendant 24 h puis 
marquées pendant 2 h avec du MTT pour évaluer la viabilité cellulaire. Les graphiques ont 
été créés avec le logiciel GraphPad Prism. Les résultats sont exprimés sous forme de 
moyenne ± SEM et correspondent à un pourcentage représentant le rapport de la coloration 
MTT des cellules traitées par rapport aux cellules non-traitées. La significativité statistique 
a été déterminée par une analyse de la variance par test ANOVA (*** p<0.005 ; **** 
p<0.001). Les résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. 
 
Comme l’addition d’intermédiaires métaboliques et l’inhibition des HDACs peuvent 
affecter la viabilité cellulaire et comme les voies métaboliques peuvent être source 
d’inflammation, j’ai voulu vérifier l’expression de chémokines pro-inflammatoires suite à 
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un traitement avec des intermédiaires métaboliques, ou en absence de sérum et de glucose, 
par RT-PCR semi-quantitatif (Figure 11). Un traitement à l’IL-1β a été utilisé comme 
contrôle d’induction des chémokines. Dans les cellules shCtrl, l’expression des chémokines 
est induite par l’IL-1β. L’absence de sérum et de glucose diminue l’expression de base des 
chémokines, alors que l’addition de citrate, au contraire du fumarate et de l’acétate, 
augmente les niveaux de base des chémokines dans les cellules shCtrl (Figure 11). Comme 
observé précédemment (Moore Gagné, 2014), les niveaux d’expression de base des 
chémokines sont réduits dans les cellules shHDAC1 par rapport aux cellules shCtrl (Figure 
11), même si l’expression est toujours induite en présence d’IL-1β. Il est à noter que 
l’addition des produits métaboliques, incluant le citrate, n’altère d’aucune façon 
l’expression réprimée de base des chémokines dans les cellules shCtrl (Figure 11). Ces 
résultats montrent que l’expression de base des chémokines est dépendante de la présence 
de HDAC1, que les produits métaboliques n’affectent pas l’expression des chémokines en 
l’absence de HDAC1 et que le citrate induit l’expression des chémokines seulement en 
présence de HDAC1.  
 
 
Figure 11 - L’induction de l’expression des chémokines pro-inflammatoires par le 
citrate dépend de la présence de HDAC1. Les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été 
traitées avec (+/+) ou sans (-/-) sérum et glucose, avec  différents produits métaboliques, 
dont le fumarate (Fum), le citrate (Cit) et l’acétate (Ace) ou l’IL-1β pendant 24 h. Les 
niveaux d’expression de Ccl2, Ccl5, Ccl20, Cxcl1, Cxcl2, Cxcl10 et Cxcl12 ont été 
analysés par PCR semi-quantitative. Gapdh a été utilisé comme contrôle des niveaux 
d’ARN. L’expérience a été réalisée en duplicata et les résultats d’une expérience 
représentative sont présentés. 
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Afin de déterminer comment l’absence de HDAC1 dans les cellules IEC-6 entraîne des 
modifications phénotypiques, j’ai analysé le protéome des cellules shCtrl et shHDAC1, en 
les marquant différentiellement avec des isotopes légers et lourds de l’arginine et de la 
lysine, par la méthode SILAC. Les protéines digérées à la trypsine ont été identifiées par 
spectrométrie de masse, et les catégories de gènes ont été déterminées avec le logiciel 
DAVID et IPA. Les voies de signalisation contenant les protéines augmentées et diminuées 
de plus de 50% ont été sélectionnées (Tableau 5).  
 
Protéines augmentées de plus de 50% 
    
       Voies canoniques les plus modifiées       
 Nom       Valeur p Ratio 
 Dysfonction mitochondriale 
 
6,96E-17 27/215 
 Dégradation de l'isoleucine 
 
8,08E-09  07/30 
 Phosphorylation oxydative 
 
4,50E-08 14/120 
 Dégradation de la valine      1,08E-06  06/35 
 
       Protéines diminuées de plus de 50% 
    
       Voies canoniques les plus modifiées       
 Nom       Valeur p Ratio 
 Signalisation EIF2  
  
2,68E-19 37/201  
 Régulation de la signalisation eIF4 et p70S6K  2,39E-13 27/175 
 Signalisation mTOR 
  
5,92E-10 26/213 
 Voies de l'ubiquitination des protéines 4,35E-09 29/270 
  
Tableau 5 - La perte de HDAC1 modifie les voies métaboliques impliquées dans la 
dégradation et la production d’énergie et dans la synthèse protéique. Le tableau 
indique le nom des voies canoniques représentées, la valeur statistique p, le nombre de 
protéines augmentées ou diminuées par rapport au nombre de protéines dans chaque 
catégorie (ratio). Le logiciel IPA a été utilisé afin d’identifier les catégories des protéines 
augmentées ou diminuées de plus de 50% suite à la diminution de HDAC1 dans les cellules 
shHDAC1, comparativement aux cellules shCtrl. L’analyse montre une augmentation des 
protéines mitochondriales et de la phosphorylation oxydative. Les protéines diminuées sont 
liées à la voie de mTOR, comme eIF4 et p70S6K, voie notamment impliquée dans la 
synthèse protéique. 
 
À ma grande surprise, j’ai observé que les principales catégories de protéines induites dans 
les cellules shHDAC1 étaient reliées au métabolisme énergétique, particulièrement en 
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rapport avec la biogénèse des mitochondries et à la phosphorylation oxydative. Par 
exemple, les protéines mitochondriales Sod2, catalase, ainsi que celles du complexe I et IV 
et V de la chaîne respiratoire sont augmentées. Une liste des principales catégories, avec le 
nombre de protéines associées, est présentée au Tableau 5. Une liste de protéines induites 
ou réprimées dans les cellules shHDAC1, avec le niveau d’induction ou de répression, est 
incluse au Tableau 6. La plupart des protéines diminuées sont liées à la synthèse protéique 
notamment régularisée par la voie mTOR, comme les protéines eIF4 et p70S6K, suggérant 
une forte diminution des activités de synthèse dans la cellule. 
 
A- 
Protéines impliquées dans la dysfonction mitochondriale     
Symbol Entrez Gene Name 
International 
Protein Index 
Fold 
Change   
SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial IPI00022314 7,435   
CAT catalase IPI00465436 3,831   
CPT1A carnitine palmitoyltransferase 1A (liver) IPI00032038 3,061   
APP amyloid beta (A4) precursor protein IPI00006608 2,781   
VDAC1 voltage-dependent anion channel 1 IPI00216308 2,630   
ATP5O 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 
complex, O subunit IPI00007611 2,601   
HSD17B10 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 10 IPI00017726 2,539   
ATP5H 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo 
complex, subunit d IPI00220487 2,300   
ATP5B 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 
complex, beta polypeptide IPI00303476 2,278   
PDHA1 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 1 IPI00306301 2,220   
ATP5A1 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 
complex, alpha subunit 1, cardiac muscle IPI00440493 2,214   
AIFM1 
apoptosis-inducing factor, mitochondrion-
associated, 1 IPI00000690 2,176   
GPD2 
glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 
(mitochondrial) IPI00017895 2,082   
ATP5D 
ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 
complex, delta subunit IPI00024920 2,040   
NDUFA4 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha 
subcomplex, 4, 9kDa IPI00011770 1,988   
NDUFS3 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 
3, 30kDa (NADH-coenzyme Q reductase) IPI00025796 1,856   
PRDX3 peroxiredoxin 3 IPI00024919 1,836   
COX6B1 
cytochrome c oxidase subunit VIb polypeptide 1 
(ubiquitous) IPI00797738 1,799   
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NDUFA2 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha 
subcomplex, 2, 8kDa IPI00219381 1,764   
NDUFV2 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 
2, 24kDa IPI00646556 1,748   
NDUFS2 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 
2, 49kDa (NADH-coenzyme Q reductase) IPI00025239 1,699   
TXN2 thioredoxin 2 IPI00017799 1,698   
NDUFS1 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 
1, 75kDa (NADH-coenzyme Q reductase) IPI00604664 1,667   
NCSTN nicastrin IPI00021983 1,644   
NDUFS4 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 
4, 18kDa (NADH-coenzyme Q reductase) IPI00011217 1,611   
NDUFS8 
NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 
8, 23kDa (NADH-coenzyme Q reductase) IPI00010845 1,607   
VDAC2 voltage-dependent anion channel 2 IPI00902560 1,521   
      
B-  
Protéines impliquées dans la synthèse protéique   
Symbol Entrez Gene Name 
International 
Protein Index 
Fold 
Change 
EIF1 eukaryotic translation initiation factor 1 IPI00015077 -2,294 
EIF2B4 
eukaryotic translation initiation factor 2B, 
subunit 4 delta, 67kDa IPI00220232 -2,079 
EIF2B5 
eukaryotic translation initiation factor 2B, 
subunit 5 epsilon, 82kDa IPI00011898 -1,753 
EIF3A 
eukaryotic translation initiation factor 3, 
subunit A IPI00029012 -1,345 
EIF3E 
eukaryotic translation initiation factor 3, 
subunit E IPI00013068 -1,370 
EIF3F 
eukaryotic translation initiation factor 3, 
subunit F IPI00654777 -1,353 
EIF3G 
eukaryotic translation initiation factor 3, 
subunit G IPI00290460 -1,344 
EIF4A1 eukaryotic translation initiation factor 4A1 IPI00025491 -1,689 
EIF4G1 
eukaryotic translation initiation factor 4 
gamma, 1 IPI00479262 -1,661 
FAU 
Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus 
(FBR-MuSV) ubiquitously expressed IPI00019770 -1,363 
ITGA3 
integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 
subunit of VLA-3 receptor) IPI00290043 -7,252 
MAP2K1 mitogen-activated protein kinase kinase 1 IPI00219604 -1,624 
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MAPK3 mitogen-activated protein kinase 3 IPI00018195 -1,604 
PIK3C2A 
phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase, 
catalytic subunit type 2 alpha IPI00002580 -2,577 
PPP2R1A 
protein phosphatase 2, regulatory subunit A, 
alpha IPI00554737 -1,515 
PPP2R2A 
protein phosphatase 2, regulatory subunit B, 
alpha IPI00332511 -1,594 
RPS2 ribosomal protein S2 IPI00013485 -1,408 
RPS12 ribosomal protein S12 IPI00013917 -1,476 
RPS13 ribosomal protein S13 IPI00221089 -1,479 
RPS16 ribosomal protein S16 IPI00221092 -1,563 
RPS19 ribosomal protein S19 IPI00215780 -1,548 
RPS20 ribosomal protein S20 IPI00794659 -1,499 
RPS23 ribosomal protein S23 IPI00218606 -1,462 
RPS25 ribosomal protein S25 IPI00012750 -1,425 
RPS26 ribosomal protein S26 IPI00655650 -1,458 
RPS27 ribosomal protein S27 IPI00514399 -1,571 
RPS4X ribosomal protein S4, X-linked IPI00217030 -1,569 
 
Tableau 6 - Liste des protéines augmentées et diminuées de plus de 50% suite à la 
perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6. Le tableau A regroupe les protéines augmentées 
et retrouvées dans la catégorie « dysfonction mitochondriale »,  notamment Sod2, catalase 
et les protéines du complexe I et III de la chaîne respiratoire. Le tableau B présente les 
protéines associées à la catégorie « synthèse protéique » et qui se retrouvent diminuées 
suite à la perte de HDAC1. 
 
 
J’ai donc voulu déterminer le lien entre l’absence de HDAC1 et la réponse oxidative, en 
mesurant d’abord la viabilité des cellules shCtrl et shHDAC1 à un stress oxydatif induit par 
des radicaux libres, soit le peroxyde d’hydrogène, par essai MTT (Figure 12). Les résultats 
montrent que l’addition de peroxyde d’hydrogène diminue la viabilité des cellules shCtrl de 
58%. De façon intéressante, l’absence de HDAC1 réduit cette action toxique, avec une 
diminution de 19% (Figure 12).  
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Figure 12 - Les cellules shHDAC1 présentent une plus grande survie à un stress 
oxydant. Les cellules IEC-6 shCtrl (A) et shHDAC1 (B) ont été ensemencées dans des 
plaques de 24 puits, à raison de 30,000 cellules par puits. Le lendemain, les cellules ont été 
traitées avec du peroxyde d’hydrogène 250 μM pendant 24 h puis marquées pendant 2 h 
avec du MTT pour évaluer la viabilité cellulaire. Les graphiques ont été créés avec le 
logiciel GraphPad Prism. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM et 
correspondent à un pourcentage représentant le rapport de la coloration MTT des cellules 
traitées par rapport aux cellules non-traitées. La significativité statistique a été déterminée 
en effectuant des tests t non appariés. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences 
indépendantes. 
 
Suite à ces résultats, j’ai alors mesuré les quantités de radicaux libres produits dans les 
cellules shCtrl et shHDAC1, avec ou sans stress oxydatif, par marquage avec le DCFDA. 
Le DCFDA est une molécule qui se fixe à la membrane mitochondriale et qui s'accumule 
au niveau de celle-ci suite à son clivage en présence d'une augmentation des ROS. (Figure 
13). Les résultats montrent une diminution des niveaux de base des radicaux libres 
d’environ 50% dans les cellules shHDAC1 comparativement aux cellules shCtrl, suggérant 
une activité mitochondriale réduite ou la présence de moins de ROS de base. Les niveaux 
induits restent également plus faibles dans les cellules shHDAC1. La production réduite de 
radicaux libres de base ou après un stress oxydatif pourrait expliquer la meilleure viabilité 
des cellules shHDAC1.  
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Figure 13 - Les cellules shHDAC1 présentent une réduction des niveaux de base et des 
niveaux induits de radicaux libres. Les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été 
ensemencées dans des plaques de 96 puits, à raison de 25,000 cellules par puits. Le 
lendemain, les cellules ont été traitées pendant 45 min au DCFDA, puis avec du peroxyde 
d’hydrogène 250 μM pendant 3 h. L’intensité relative traduisant les niveaux des radicaux 
libres a été mesurée par spectrofluorimétrie. Les graphiques ont été créés avec le logiciel 
GraphPad Prism. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM. La 
significativité statistique a été déterminée en effectuant une analyse paramétrique (test t de 
student). Les résultats représentent la moyenne de 3 expériences indépendantes. 
 
 
L’analyse du protéome des cellules shHDAC1 a révélé une augmentation de certaines 
protéines mitochondriales associées au métabolisme, dont une forte augmentation de Sod2 
(superoxide dismutase 2), une protéine anti-oxydante à activité manganèse-dépendante, qui 
transforme l’anion superoxide toxique en peroxyde d'hydrogène et oxygène diatomique, ce 
qui permet à la cellule de diminuer les ROS (El Assar et al., 2013). L’analyse du protéome 
des cellules shHDAC1 a montré que la protéine Sod2 est augmentée de 7.3 fois dans les 
cellules shHDAC1 (Tableau 6). J’ai donc déterminé les niveaux d’expression de Sod2 dans 
les cellules shHDAC1 (Figure 14). Les résultats par analyse qPCR montrent que les 
niveaux d’ARNm de Sod2 sont augmentés près de 6 fois dans les cellules shHDAC1 
comparativement aux cellules shCtrl (Figure 14). L’immunobuvardage Western montre 
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nettement l’augmentation de la protéine Sod2 dans les cellules shHDAC1, 
indépendamment de la présence de glucose ou de sérum (Figure 14) Ces résultats suggèrent 
que l’augmentation de protéines anti-oxydantes dans les cellules shHDAC1, notamment 
Sod2, pourrait en partie expliquer la réduction de la quantité de radicaux libres produits. Le 
niveau de certaines protéines anti-oxydantes serait donc augmenté dans les cellules 
shHDAC1, rendant les cellules plus résistantes au stress oxydatif, et menant à une réduction 
plus rapide des radicaux libres générés, ce qui diminue les dommages cellulaires. 
 
 
 
Figure 14 - L’expression de la protéine anti-oxydante Sod2 est augmentée dans les 
cellules shHDAC1. Panneau de gauche: Les niveaux d’expression de l’ARNm de Sod2 
ont été analysés par PCR quantitative, en utilisant le gène Pbdgb comme contrôle pour les 
quantités relatives d’ARN. La significativité statistique a été déterminée en effectuant un 
test t non apparié. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences indépendantes. 
Panneau de droite: Les niveaux d’expression de la protéine Sod2 ont été analysés par 
immunobuvardage à l’aide d’anticorps spécifiques contre Sod2, ou contre l’actine, comme 
contrôle des niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en triplicata et les résultats 
d’une expérience représentative sont présentés. 
 
Le phénotype des cellules shHDAC1 est donc caractérisé par une réduction du taux de 
croissance indépendant d’une induction d’inhibiteurs de kinases cycline-dépendantes et par 
des réponses altérées à des perturbations des voies métaboliques et au stress oxydant. Les 
cellules shHDAC1 agissent comme des cellules restreintes au niveau des éléments nutritifs 
nécessaires à la croissance. Si c’est le cas, l’activation ou l’inhibition de senseurs 
énergétiques de la cellule pourrait expliquer le phénotype. J’ai émis l’hypothèse que 
l’AMPK, senseur énergétique majeur de la cellule, dont l’activité est contrôlée par les 
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changements de concentration en AMP relativement à l’ATP, serait impliquée. L’AMPK 
est activée de façon allostérique par l’AMP et inhibée par l’ATP par compétition pour un 
même site de fixation sur la sous-unité régulatrice γ de l’AMPK. Une fois activé, l’AMPK 
favorise les réactions métaboliques génératrices d’ATP et réduit les voies anaboliques 
consommatrices d’ATP et induit la biogénèse mitochondriale (Carling et al., 2012). 
 
Pour déterminer les niveaux d’activation de l’AMPK, les cellules shCtrl et shHDAC1 ont 
été traitées avec ou sans un activateur direct de l’AMPK, soit l’AICAR. Les niveaux 
d’activation ont été évalués par immunobuvardage avec un anticorps contre la forme active 
phosphorylée. De façon intéressante, les niveaux de base de la forme active phospho-
AMPK sont augmentés de façon constitutive dans les cellules shHDAC1 comparativement 
aux cellules shCtrl (Figure 15A). L’AICAR induit légèrement la phosphorylation de 
l’AMPK dans les cellules shCtrl, ce qui corrèle avec une augmentation de la 
phosphorylation d’une cible directe de l’AMPK, soit l’acétyl-CoA carboxylase (ACC) 
(Figure 15A). L’activation de l’ACC indique un blocage de la néo-synthèse des lipides 
accompagnée d’une augmentation de la β-oxydation, un processus qui dégrade les lipides 
pour fournir de l’acétyl-CoA (Panov et al., 2014). Les cellules shHDAC1 montrent une 
induction plus importante de l’activation de l’AMPK et de la phosphorylation de sa cible 
ACC (Figure 15A). Ces résultats intriguant suggèrent que l’absence de HDAC1 mène à 
l’équivalent d’une restriction énergétique et une induction de l’AMPK. L’ajout de l’AICAR 
fait basculer les cellules shHDAC1 en un état de restriction calorique globale.  
 
L’addition d’un inhibiteur de l’AMPK, le Compound C, diminue de façon plus importante 
les niveaux de base de phosphorylation de l’AMPK et de l’ACC dans les cellules shCtrl 
comparativement aux cellules shHDAC1 (Figure 15B). La privation en glucose et l’AICAR 
induit la phosphorylation, donc l’activation de l’AMPK, à la fois dans les lignées shCtrl et 
shHDAC1. De manière intéressante, alors que la cible de l’AMPK activée, soit l’ACC, est 
phosphorylée en présence d’AICAR, l’ACC n’est phosphorylée que dans les cellules shCtrl 
en privation de glucose, et non les cellules shHDAC1, suggérant un découplage entre 
l’activation de l’AMPK et la phosphorylation de son substrat, l’ACC, dans les cellules 
shHDAC1, en absence de glucose (Figure 15B). Ces résultats suggèrent que l’absence de 
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HDAC1 mène à des modifications métaboliques résultant en une restriction du 
métabolisme énergétique et en une activation soutenue de l’AMPK. Il faut noter ici que 
l’AMPK est un régulateur négatif de la voie mTOR. 
 
 
 
Figure 15 - La perte de HDAC1 augmente l’activation basale et induite de l’AMPK. 
Les cellules IEC-6 shCtrl et shHDAC1 ont été traitées pendant 2 h et 8 h (A), ou pendant 
24 h (B), avec ou sans AICAR (A) avec ou sans glucose, AICAR 500 µM ou Compound C 
10 µM (B), et les protéines totales ont été extraites. Les niveaux d’expression de l’AMPK 
totale (AMPK-α), de l’AMPK phosphorylée (Phospho-AMPK-α) et de l’acétyl-CoA 
carboxylase phosphorylée (Phospho-ACC) ont été analysés par immunobuvardage à l’aide 
d’anticorps spécifiques. L’immunobuvardage de l’actine a été réalisé comme contrôle des 
niveaux protéiques. L’expérience a été réalisée en triplicata et les résultats d’une expérience 
représentative sont présentés.  
 
Afin de valider l’augmentation de l’expression de protéines mitochondriales observées par 
analyse du protéome, j’ai donc vérifié par qPCR, les niveaux d’ARNm de certaines cibles 
choisies dans les cellules shHDAC1, notamment des facteurs de transcription 
mitochondriaux d’origine nucléaire, comme Tfb2m et Tfam; des enzymes du cycle de 
Krebs, comme Idh2, ou de la chaîne respiratoire nécessaire à la production d’ATP, telle que 
Atp5O; des enzymes métaboliques, comme Aldh2 qui contrôle le métabolisme de l’éthanol, 
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également impliqué dans la production d’acétyl-CoA (Figure 16). À l’exception de Tfam, 
tous les gènes analysés montrent une augmentation significative de leur expression (Figure 
16). 
 
Figure 16 - La perte de HDAC1 mène à l’augmentation de l’expression de gènes 
encodant des protéines mitochondriales. Les ARN totaux des cellules IEC-6 shCtrl et 
shHDAC1 ont été extraits et les niveaux d’expression de différents transcrits de gènes 
nucléaires dont les produits participent à la formation des mitochondries ont été analysés 
par PCR quantitative, en utilisant le gène Pbgd comme contrôle pour les quantités relatives 
d’ARN. Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± SEM. La significativité 
statistique a été déterminée en effectuant des tests t non appariés. Les résultats sont 
représentatifs de 3 expériences indépendantes. Tfbm2: mitochondrial transcription factor 
B2; Tfam: mitochondrial transcription factor A; Aldh2: aldehyde dehydrogenase 2; Idh2: 
isocitrate dehydrogenase 2; Atp5O: ATP synthase subunit O. 
 
Afin de déterminer si l’augmentation d’expression des gènes encodant des protéines 
mitochondriales concorde avec une biogénèse augmentée des mitochondries, qui pourrait 
être reliée en partie à l’activation constitutive de la voie de l’AMPK (Sullivan et Chandel, 
2014), j’ai vérifié le nombre de mitochondries par marquage des cellules shCtrl et 
shHDAC1 avec un composé qui se fixe dans la membrane mitochondriale avant d’être clivé 
en molécule fluorescente lors de la phosphorylation oxydative, ce qui permet de localiser 
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les mitochondries (Figure 17). L’image en fluorescence montre bien la différence 
morphologique entre les cellules shCtrl et les cellules shHDAC1, qui sont beaucoup plus 
étalées et qui ont des noyaux plus gros. Le marquage montre aussi une intensité de 
fluorescence supérieure, indiquant que les cellules shHDAC1 comptent de nombreuses 
mitochondries supplémentaires en comparaison des cellules shCtrl (Figure 17). 
 
 
 
Figure 17 - La perte de HDAC1 mène à une augmentation du nombre de 
mitochondries. Le nombre de mitochondries a été évalué par microscopie à fluorescence 
(grossissement 40X) dans les cellules shCtrl et shHDAC1 par marquage avec la trousse 
Cell Navigator™ Mitochondrion staining. L’expérience a été réalisée en triplicata et les 
résultats d’une expérience représentative sont présentés. 
 
 
 
 
 
49 
 
 
4. DISCUSSION  
 
4.1 La perte de HDAC1 entraîne des dysfonctions métaboliques et des défauts 
de synthèse protéique.  
L'analyse par spectrométrie de masse nous a révélé une augmentation de plus de 50% de 
l'expression de nombreuses protéines mitochondriales notamment celles impliquées dans la 
phosphorylation oxydative (complexe I, IV et V) dans les cellules shHDAC1. Cette étape 
est celle qui génère le plus d’ATP, énergie principale pour les réactions cellulaires. La voie 
du catabolisme du glucose est également augmentée, comme celle de la dégradation de 
lipides. La cellule semble donc mettre tout en œuvre pour générer plus d’ATP. Cela va 
néanmoins à l’encontre des résultats observés avec une activation constante de l’AMPK, 
activée lors d’une baisse du ratio ATP/AMP-ADP, voire même d’une augmentation 
possible de SIRT1 (résultat préliminaire non montré), une sirtuine activée lors d’une  
hausse du ratio NAD
+/NADH. Il apparaît dès lors possible d’envisager un shunt dans la 
production d’ATP dans la chaîne respiratoire, comme si les étapes de production étaient 
tronquées ou qu’il y avait une fuite d’un ou de plusieurs réactifs nécessaires à la fabrication 
d’ATP (Pieczenik et Neustadt, 2007). Il a été montré que ce genre de shunt était associé à 
une augmentation de la dégradation du glucose, de la taille et du nombre de mitochondries 
pour tenter de fournir l’ATP nécessaire à la cellule, phénomène que l’on retrouve dans les 
cellules shHDAC1. Le phénomène d’augmentation du nombre de mitochondries et de ces 
composants a également été rapporté par l’équipe de Galmozzi lors du traitement de 
cellules de muscles avec différents inhibiteurs de HDAC (Galmozzi et al., 2013). En effet, 
un traitement avec un pan-HDACi comme SAHA mène à une augmentation des protéines 
mitochondriales, tout comme MS275, un HDACi plus spécifique contre les HDAC de 
classe I, alors que MC1568 (HDACi contre la classe II) n’a que peu d’effets. En plus de 
favoriser la biogénèse, l’inhibition des HDAC de classe I promeut également la dépense 
d’énergie et limite la résistance à l’insuline chez un modèle de souris obèse. Je montre ici 
que l’inhibition spécifique de HDAC1 dans un type cellulaire moins associé aux 
métabolismes énergétiques physiologiques, soit la cellule intestinale épithéliale, entraîne, 
de façon surprenante, des défauts semblables. 
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En plus d’une induction de protéines associées aux mitochondries, qui mène à une 
biogénèse des mitochondries, tel que je l’ai observé, les données concernant les protéines 
diminuées d’au moins 50% indiquent une baisse dans les catégories reliées à la traduction 
des protéines et à l’anabolisme (baisse de EIF2 et de protéines de la voie de signalisation 
mTOR et p70S6K). Ceci est en accord avec les niveaux élevés de base de l’AMPK, qui est 
un antagoniste de la voie mTOR, et un activateur des enzymes en aval, comme ACC (qui 
est impliquée dans la β-oxydation des lipides), mais aussi avec le défaut de production 
d’ATP, les réactions anaboliques étant très énergivores (Hardie et Alessi, 2013). 
 
Le NAD
+
 est également important du fait qu’il exerce plusieurs effets anti-inflammatoires 
via l'activation des sirtuines, une classe de désacétylases NAD
+
-dépendant. Par exemple, 
SIRT1 (Sirtuine1) inhibe l’induction des facteurs de transcription pro-inflammatoires 
comme NF-κB, AP-1 et HIF-1α, et améliore la fonction des gènes liés à l’autophagie et au 
métabolisme oxydatif (Kauppinen et al., 2013). Il apparaît donc nécessaire pour la suite de 
ce projet d’évaluer les différentes constantes énergétiques de la cellule tel que les niveaux 
d’ATP et de NAD et les pools d’acétyl-CoA pour appuyer l’hypothèse que la perte de 
HDAC1 modifie les voies métaboliques et affecte la production d’ATP. 
 
4.2 Théorie de la fuite d’acétyl-CoA vers le noyau. 
En condition physiologique, lors d’un excès d’énergie, donc avec des concentrations 
relativement élevées en ATP, la pyruvate carboxylase est activée et les pyruvates font la 
navette dans le sens de la néoglucogenèse. Lorsque la demande en énergie est élevée, donc 
avec des concentrations relativement faibles en ATP, les deux molécules de pyruvate 
traversent le complexe de la pyruvate déshydrogénase pour produire deux molécules 
d’acétyl-CoA qui entrent dans le cycle de Krebs. Pour réaliser ce cycle, les enzymes 
catalysant la biotransformation des intermédiaires nécessitent des cofacteurs comme 
cystéine, fer, niacine, magnésium, manganèse, thiamine, riboflavine, acide pantothénique et 
acide lipoïque (Lord et al., 2002). Une fois que les deux molécules d'acétyl-CoA sont 
produites, chaque acétyl-CoA produit 3 molécules de NADH et deux molécules de FADH, 
pour un total de 6 NADH et 4 FADH par molécule de pyruvate. De plus, l'acétyl-CoA peut 
être produit par oxydation des acides gras, ce qui nécessite alors l’ajout du nutriment L-
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carnitine à la navette d'acétyl-CoA dans les mitochondries pour entrer dans le cycle de 
Krebs (Moussard, 2006). Il est important de rappeler que la perte de HDAC1, qui est une 
enzyme principalement nucléaire, dans les cellules IEC-6, augmente l’acétylation des 
histones, les groupements acétyl étant majoritairement fournis par l’acétyl-CoA. Des études 
récentes ont montré que ces groupements acétyl ne viennent pas directement de l’acétyl-
CoA mitochondrial qui ne peut pas franchir les membranes mais du citrate alors transformé 
en acétyl-CoA par l’ATP citrate lyase (Wellen et al., 2009). Dans le cytosol, le citrate est 
clivé par l'ATP citrate lyase (ACLY) en oxaloacétate (OAA) et acétyl-CoA. L'acétyl-CoA 
est utilisé pour la synthèse des acides gras et la biosynthèse des stérols, alors qu’OAA est 
réduit en malate qui est ensuite converti en pyruvate par l'intermédiaire d'enzyme malique 
qui produit le NADPH et H
+
 cytosolique (nécessaire aussi pour la formation des acides gras 
et la synthèse des stérols) (Iacobazzi et Infantino, 2014). 
 
Lorsque la cellule a un excès d'énergie, le citrate est transporté hors de la matrice à travers 
la membrane mitochondriale interne via la protéine de transport du citrate mitochondrial 
(CTP). Le citrate peut alors diffuser passivement à travers un canal sélectif d'anions à 
travers la membrane mitochondriale externe vers le cytoplasme (Sun et al., 2010). Le 
citrate peut également être transporté au noyau où, en étant converti en acétyl-CoA par 
l’ACLY, il participe à l’acétylation des histones. On peut supposer que dans le cas des 
cellules shHDAC1, il y a une fuite du citrate mitochondrial vers le noyau afin de fournir 
plus de groupements acétyl, suite à une demande d’acétylation des histones accrue liée à la 
perte de HDAC1. Il a été récemment suggéré que si l'acétylation des histones est 
considérablement augmentée suite à une inhibition des HDAC (Chueh et al., 2014), la 
concentration cellulaire en acétyl-CoA peut soudainement chuter, étant donné que les 
molécules acétyl ne sont plus disponibles (Wellen et Thompson, 2012). Les processus 
nécessitant l'acétyl-CoA en seraient donc très probablement ralentis, comme le cycle de 
Krebs et la lipogénèse, entraînant des conséquences métaboliques significatives bien avant 
que la transcription des gènes ne soit affectée. Si la cause du déséquilibre est éliminée, la 
cellule reprend son métabolisme normal, mais si le problème persiste, comme c’est le cas 
lors de la perte d’une histone désacétylase nucléaire (HDAC1), la situation peut évoluer 
vers un défaut cellulaire grave et chronique du métabolisme (Martinez-Pastor et al., 2013). 
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Je crois donc que cette hypothèse pourrait expliquer les défauts métaboliques résultant de la 
perte de HDAC1, comme ceux observés par l’analyse du protéome montrant une 
augmentation de la glycolyse et de la dégradation des lipides par β-oxydation.  
 
4.3 Les intermédiaires métaboliques et la restriction calorique : bon ou 
mauvais ? 
 
Les différents traitements avec les intermédiaires métaboliques ont permis de montrer des 
réponses différentes entre les lignées cellulaires shCtrl et shHDAC1. Au niveau du patron 
d’acétylation, le fumarate, le citrate et l’acétate augmentent l’acétylation des histones dans 
les deux lignées avec un effet plus notable dans les cellules shHDAC1. Ces intermédiaires 
métaboliques participent au cycle de Krebs mais aussi à la production d’acétyl-CoA par 
l’acétyl-CoA synthase ou l’ACLY, le principal donneur d’acétyl pour l’acétylation des 
queues N-terminales des histones, comme indiqué plus haut. Cependant lors d’une 
restriction calorique sévère privant les cellules en glucose et en sérum, seules les cellules 
shHDAC1 sont capables de maintenir l’acétylation sur les histones H3 et H4. Les cellules 
shCtrl sont en effet en conditions de stress métabolique lors de ce type de traitement où 
clairement la cellule n’a plus d’apport nutritif : la mortalité mesurée par MTT est 
effectivement accrue. Les cellules shHDAC1 survivent beaucoup mieux à cette restriction 
calorique. Il reste à vérifier si cela est lié au métabolisme supposé plus lent des cellules 
shHDAC1 et/ou si le fait que l’augmentation de l’acétylation, donc l’activation de certains 
gènes et protéines, pourrait parvenir à pallier ce manque de sérum et/ou de glucose. J’ai 
également pu observer que les cellules shCtrl survivent moins en absence de sérum ou de 
glucose, phénomène augmentant avec la durée du traitement. En effet, après 48 h dans le 
milieu sans sérum et sans glucose, il n’y a quasiment plus de cellules shCtrl, alors que les 
cellules shHDAC1 sont confluentes, et toujours adhérentes (non montré). Il est possible que 
cette résistance dépende, en partie, du fait que les cellules shHDAC1 sont métaboliquement 
moins actives et ne dépensent que peu d’énergie pour se développer. Il est aussi possible 
que l’absence de HDAC1 révèle des voies protectrices anti-oxydantes. En effet, une 
protéine anti-oxydante, comme SOD2, est augmentée en absence de HDAC1. De plus, 
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d’autres protéines anti-oxydantes, comme la catalase est augmentée, comme démontré par 
l’analyse du protéome.  
Le fumarate montre une toxicité beaucoup plus importante pour les cellules shCtrl, 
contrairement aux cellules shHDAC1: ceci pourrait s’expliquer par le nombre plus 
important de mitochondries dans les cellules shHDAC1, qui arrivent à mieux « détoxifier » 
la cellule du fumarate, ce qui n’est pas le cas pour les cellules shCtrl. Le cas du citrate peut 
s’expliquer de la même façon pour les cellules shCtrl, bien que moins toxique. Comme vu 
précédemment, le citrate « participe » à l’acétylation des histones et je suppose que dans le 
cas des cellules shHDAC1, vu la demande accrue d’acétylation des histones, l’ajout de 
citrate facilite ce phénomène. Le citrate serait donc mieux géré et converti en acétyl-CoA 
rapidement, pour pouvoir maintenir un haut niveau d’acétylation des histones, d’où la 
différence de toxicité entre les deux lignées cellulaires. Au delà de sa capacité à acétyler les 
histones via sa transformation en acétyl-CoA par l’ACLY,  le citrate induit également 
l’apoptose via l’activation des caspases (Lu et al., 2011), une voie qu’il nous sera 
nécessaire de vérifier. 
 
En réduisant de 25 à 60% les calories totales de la diète habituelle, il est possible 
d’augmenter la durée de vie des singes et autres espèces (rongeurs, poissons, mouches, vers 
et levures) (Colman et al., 2014). La restriction calorique est l'intervention la plus robuste 
pour prolonger la durée de vie chez les mammifères, et retarde l'apparition de nombreuses 
maladies liées à l'âge comme le cancer, le diabète et les maladies neurodégénératives 
(Colman et al., 2009). Les avantages attribués à la restriction calorique se base notamment 
sur un ralentissement du métabolisme et une réduction mitochondriale des ROS (Sohal et 
Weindruch, 1996), ces deux phénomènes observés lors de la perte de HDAC1 dans les 
cellules IEC-6. L’oxydation provoquée par les radicaux libres s’attaque aux tissus et aux 
cellules, accélérant ainsi leur vieillissement. Les ROS peuvent affecter une foule de 
processus cellulaire allant de la cassure des chaînes lipidiques aux dommage à l’ADN 
(mutations, cassure de la double hélice, etc.) (Jaeschke, 2011). En limitant la production de 
radicaux libres, comme c’est le cas dans les cellules IEC-6 suite à la perte de HDAC1, on 
limite les dommages engendrés par les ROS. Cependant, il est possible que la perte de 
HDAC1 dans les IEC-6 affecte d’autres voies de régulations du stress oxydant tels que les 
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NOXs (Bedard et Krause, 2007; Jiang et al., 2011) ou l’induction des facteurs de 
transcription Nrf1 et 2 (Biswas et Chan, 2010; Ma, 2013). Dès lors, il nous faudra d’une 
part mesurer l’activité mitochondriale dans nos cellules HDAC1 et également explorer ces 
autres voies. 
 
Le ralentissement du métabolisme est également responsable d’une activation constante de 
l’AMPK afin de favoriser les réactions de catabolisme et de diminuer celles d’anabolisme. 
Outre ces propriétés de senseur pour rétablir la balance énergétique et favoriser la 
biogénèse mitochondriale, l’AMPK a des propriétés anti-inflammatoires, ce qui pourrait 
également expliquer le fait que les cellules sans HDAC1 ont des niveaux de cytokines pro-
inflammatoires diminués de base. 
 
4.4 AMPK, restriction calorique et diminution de l’inflammation.  
Le citrate cytosolique est requis pour la biosynthèse d'acide gras et est métabolisé pour 
produire des intermédiaires réactifs de l'oxygène et des prostaglandines, des médiateurs 
inflammatoires importants (Mills et O'Neill, 2014). J’ai observé que, de tous les métabolites 
utilisés, seule l’addition du citrate augmente les niveaux de base des chémokines dans les 
cellules shCtrl, au niveau de l’ARN. Le citrate pourrait être responsable de cette induction 
non seulement en produisant des métabolites pro-inflammatoires, mais aussi en augmentant 
l’acétylation des histones. Le fait que l’augmentation par le citrate n’est plus observée dans 
les cellules shHDAC1 suggère que des changements prolongés d’acétylation pourraient 
mener à des effets négatifs sur l’expression des gènes. En effet, Moore-Gagné (2012) et 
mon travail de maîtrise ont montré que l’expression de base de nombreuses chémokines 
était réduite dans les cellules shHDAC1. L’absence de glucose et de sérum semble 
également diminuer les niveaux de base des cytokines pro-inflammatoires comme si les 
cellules préféraient utiliser leurs ressources restantes pour leur survie plutôt que pour 
signaler un certain stress inflammatoire. La synthèse protéique coûte cher en énergie et lors 
d’une restriction calorique, les dépenses sont limitées et l’AMPK est activée (Gonzalez et 
al., 2012). En corrélant, ces observations avec des niveaux augmentés de phospho-AMPK 
et du nombre de mitochondries dans les cellules IEC-6 dépourvues de HDAC1, il apparaît 
clairement que la restriction calorique semble protéger les cellules. Ainsi, j’observe une 
55 
 
 
résistance à des stress métaboliques et à des traitements avec des oxydants, ainsi que 
l’induction de protéines anti-oxydantes, comme Sod2, dans les cellules shHDAC1. Des 
études ont d’ailleurs rapporté que des animaux avec des niveaux réduits de stress oxydatif, 
tels que les animaux nourris avec une diète pauvre induisant une restriction calorique ou 
des animaux sur-exprimant les catalases mitochondriales, ont une vie prolongée, alors que 
des animaux avec des niveaux élevés de stress oxydatif, comme les souris dépourvues de 
SOD, ont une durée de vie réduite (Wallace et Fan, 2009; Qiu et al., 2010). Il a également 
été montré qu’une augmentation d’expression de Sod2 seule ne réduit que modestement les 
ROS cellulaires. Par contre, la capacité de Sod2 à réduire les ROS cellulaires est fortement 
augmentée lors de sa complète activation par Sirt3 (par désacétylation). Ainsi, les souris 
transgéniques surexprimant à la fois Sirt3 et Sod2 auraient une durée de vie prolongée 
(Merry, 2004; Nisoli et al., 2005). Un autre sirtuine, Sirt2, intervient dans la régulation des 
voies métaboliques au niveau de la glucogénèse. En effet, l’activité de Pepck1 est régulée 
par l’acétylation réversible de Sirt2 et p300, ce qui apparaît comme une étape cruciale dans 
le contrôle de l'homéostasie du glucose (Shin et al., 2011). L'importance de l'acétylation 
réversible de Pepck1 dans la néoglucogenèse a été démontrée: la réduction de l'expression 
de Sirt2 dans le foie diminue les taux de glucose sanguin chez la souris (Jiang et al., 2011). 
Dernièrement, il a également été montré que le complexe C/EBPβ-HDAC1 régule 
négativement l’expression de p53, Sirt1 et Pgc1-α, ces deux derniers étant comme nous 
l’avons vu, des régulateurs importants du métabolisme cellulaire et de la biogénèse 
mitochondriale (Jin et al., 2013). Une déficience en HDAC1 pourrait donc entraîner une 
hausse de l’expression de Sirt1 et de Pgc1- α. A la vue de ces résultats, les sirtuines sont 
des acteurs à ne pas négliger dans l’étude des voies métaboliques et cela démontre encore 
une fois l’importance du processus d’acétylation/désacétylation dans le contrôle de la 
plupart des processus cellulaires. En effet, j’émets l’hypothèse que l’absence de Hdac1 
altère indirectement le métabolisme cellulaire en rendant moins disponible les groupements 
acétyl pour la formation d’acétyl-CoA. Ceci entraîne une diminution de la production 
d’ATP et l’activation d’AMPK et la biogénèse mitochondriale. Les niveaux d’autres co-
facteurs, comme NAD
+, pourraient aussi être altérés et mener à l’activation d’autres voies, 
comme celles régularisées par les sirtuines, ce qui reste à démontrer.  
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5. CONCLUSION 
 
Clairement, la perte de HDAC1 dans les cellules IEC-6 génère des dysfonctions 
métaboliques qui placent la cellule dans une restriction calorique permanente. Ceci 
provoque une activation constante des voies de stress métaboliques comme celles de 
l’AMPK, mais peut-être aussi celles des sirtuines, voie que nous allons explorer par la 
suite, ce qui limite notamment la synthèse protéique et d’autres dépenses énergétiques 
(Canto et al., 2010; Oliveira et al., 2014). Ces voies sont anti-inflammatoires mais 
également activent la biogénèse mitochondriale via l’activation du co-activateur 
transcriptionnel Pgc1-α, qui pourrait augmenter la capacité anti-oxydante de la cellule, via 
une augmentation de Sod2 et de la catalase (Valle et al., 2005; Spiegelman, 2007). La 
possibilité d’une fuite d’acétyl-CoA vers le noyau suite à la perte permanente de HDAC1 
renforce l’effet de la restriction calorique et maintient la cellule dans un état 
d’autoprotection, un peu comme dans un bunker. En prenant en compte le fait que la 
restriction calorique, en plus de ces effets anti-inflammatoires, protège les cellules de la 
sénescence (Wang et al., 2010), il devient dès lors très intéressant de maintenir cet état de 
carence. Pour conforter cette idée, les niveaux d’ATP et de NAD+ devront être mesurés 
dans nos cellules shHDAC1, de même que l’activité mitochondriale. 
 
Il reste aussi à déterminer si les effets métaboliques observés sont directement liés à la perte 
de HDAC1 ou s’ils résultent d’un mécanisme de compensation mis en place pour subvenir 
au besoin accru d’acétyl-CoA pour l’acétylation augmentée des histones ou d’autres 
substrats, comme le suggère Mostoslavsky (Martinez-Pastor et al., 2013). L’utilisation 
d’une construction exprimant un shARN inductible contre HDAC1 pourrait s’avérer très 
utile pour évaluer l’ordre d’apparition des changements suite à l’inactivation de HDAC1. 
Une autre approche serait d’avoir recours à la technologie des CRISP-R. En effet, une 
diminution des niveaux de HDAC1 entraîne toujours une augmentation des niveaux 
protéiques de HDAC2. Une délétion ou mutation site-spécifique de HDAC1 conservant le 
cadre de lecture, et qui enlèverait les sites de phosphorylation activatrice par la caséine 
kinase 2 (Khan et al., 2013) ou les sites d’interaction avec les phosphatidyl-inositol 
phosphates (Millard et al., 2013), permettrait d’obtenir une protéine non-fonctionnelle mais 
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présente. Ceci nous permettrait d’analyser l’importance de certaines portions de HDAC1 
dans le phénotype observé. De plus, ceci pourrait éviter l’augmentation compensatoire des 
niveaux de HDAC2. Donc, on pourrait vérifier si l’ensemble des effets observés est 
uniquement lié à la perte de HDAC1 et non en partie à l’augmentation de HDAC2. Je dois 
souligner ici que des analyses préliminaires montrent que des souris Villin-Cre avec un seul 
allèle de HDAC1, en l’absence de HDAC2 dans l’épithélium intestinal, ne montrent aucun 
défaut de différenciation et d’homéostasie, suggérant que HDAC1 est l’isotype majeur dans 
l’épithélium intestinal (non montré). Il serait aussi intéressant de mesurer l’expression des 
sirtuines, notamment Sirt1 et Sirt3, et leur activité. Ces régulateurs métaboliques pourraient 
indirectement transmettre les modifications métaboliques causées par l’absence de HDAC1. 
Des approches utilisant un activateur de Sirt1, le resvératrol, montrent en effet une 
activation de la biogénèse mitochondriales via l’activation de PGC1-α (Hubbard et al., 
2013). 
 
En considérant l’implication importante des cellules épithéliales intestinales dans la 
transmission des signaux de stress et l’entretien des maladies inflammatoires de l’intestin, il 
devient alors intéressant, à la vue des résultats précédents, d’envisager que l’inhibition de 
HDAC1 combiné à un traitement par un inducteur de l’AMPK comme l’AICAR et/ou de 
Sirt1 avec le resvératrol pourrait diminuer l’inflammation intestinale. Afin d’analyser ces 
combinaisons, des essais pourraient être mis en place sur des modèles murins 
d’inflammation comme la colite chimique induite par le dextran sulfate pour étudier 
l’inflammation colique, ou un traitement à l’indométhacine pour générer une inflammation 
dans le petit intestin. L’étude du métabolome, voire du microbiome, et l’analyse par 
spectrométrie de masse des cellules épithéliales intestinales de ces souris nous apporteront 
des réponses concernant l’implication des voies métaboliques dans la régulation de 
l’inflammation intestinale. 
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